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A continuación, se detalla un listado de las abreviaturas empleadas en la 
presente Tesis Doctoral: 
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ANOVA análisis de la varianza de un factor 
APC antigen presenting cell o célula presentadora de antígenos; también 
aloficocianina 
ATCC American Type Culture Collection 
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i.p. intraperitoneal 
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kg kilogramo 
L litro 
LAB lactic acid bacteria o bacterias ácido-lácticas 
LPS lipopolisacárido 
LB linfocito B 
LT linfocito T 
LTA lipoteichoic acids o ácidos lipoteicoicos 
M molar 
Mac macrófago 
MHC major histocompatibility complex o complejo mayor de 
histocompatibilidad 
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R E S U M E N  
 
Enterococcus faecalis CECT7121 es una bacteria de origen ambiental que ha 
demostrado modular la respuesta inmune en diversos modelos biológicos, 
convirtiéndose en un atractivo candidato a ser empleado como microorganismo 
probiótico. Sin embargo, aún es necesario definir los mecanismos a través de los cuales 
ejerce sus efectos inmunomodulatorios. 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se evaluaron los efectos de E. faecalis 
CECT7121 sobre las células dendríticas (DCs), analizando no solo su activación como 
efectores centrales de la respuesta inmune innata sino también sus consecuencias sobre 
la inmunidad adaptativa. También se estudió la estimulación que este microorganismo 
ejerce sobre los macrófagos. Además, se evaluaron las consecuencias del tratamiento 
intragástrico con este probiótico en ratones BALB/c. Por último, dadas las 
características inmunoestimulantes de E. faecalis CECT7121 hacia un perfil 
inflamatorio, se utilizó un modelo tumoral para contextualizar los efectos benéficos de 
esta cepa. 
E. faecalis CECT7121 indujo en forma dosis-dependiente una fuerte activación 
in vitro de DCs generadas a partir de precursores de médula ósea, induciendo la 
secreción de citoquinas pro- y anti-inflamatorias (IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10). En 
comparación con otras cepas bacterianas analizadas, se observaron diferencias 
significativas en los niveles de TNFα e IL-10 producidos in vitro. Además, E. faecalis 
CECT7121 estimuló la expresión de marcadores celulares de activación como MHC-II, 
CD80 y CD40. 
Las preparaciones antigénicas obtenidas de E. faecalis CECT7121 indujeron 
diferentes respuestas de citoquinas en cultivos de DCs. En particular, los ácidos 
lipoteicoicos estimularon la producción de todas las interleuquinas pro-inflamatorias 
testeadas, mostrando características interesantes como moléculas inmunoestimulatorias. 
La estimulación con E. faecalis CECT7121 sobre DCs generadas a partir de 
precursores de médula ósea de ratones genéticamente modificados remarcó la 
importancia de los mecanismos de reconocimiento y las moléculas que participan en la 
señalización intracelular. La eliminación de la proteína adaptadora MyD88 en DCs 
MyD88-/- impidió su maduración y la producción de citoquinas. Por su parte, ni la 
expresión de DC-SIGN humano (hSIGN) ni la ausencia del receptor de manosa (MR-/-) 
	 2	
en DCs murinas pareció haber modificado el efecto estimulatorio de esta cepa 
bacteriana. 
En el estudio de las consecuencias generadas sobre la respuesta inmune 
adaptativa, las DCs previamente estimuladas con E. faecalis CECT7121 estimularon la 
proliferación de linfocitos T CD4+ e indujeron la producción de IFNγ en co-cultivos in 
vitro. Los ensayos in vivo permitieron evidenciar que la inoculación intraperitoneal de 
DCs pulsadas con E. faecalis CECT7121 en ratones naïve generó una acumulación 
sistémica de células que específicamente produjeron IFNγ. 
In vitro, E. faecalis CECT7121 promovió la activación de macrófagos hacia el 
perfil clásico M1, estimulando la producción de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 
y TNFα. En comparación con las demás cepas estudiadas, no se detectaron diferencias 
significativas en los niveles de citoquinas secretados. Al analizar los mecanismos 
intracelulares desencadenados, se observó que esta cepa probiótica activó la vía de 
señalización que involucra al factor de transcripción NFAT. 
El tratamiento intragástrico con E. faecalis CECT7121 en ratones BALB/c 
ejerció un efecto estimulante sobre el sistema inmune local y sistémico. Este probiótico 
indujó mayores respuestas proliferativas y torció la respuesta inmune hacia la 
producción de IFNγ. La producción de esta citoquina fue mayor al día 4 y disminuyó 
para el día 11 luego del tratamiento, mostrando signos de una respuesta cinética que 
tiene lugar tanto a nivel local como sistémico. En las condiciones experimentales 
utilizadas, E. faecalis CECT7121 no afectó la generación ni el reclutamiento de Tregs o 
MDSCs. 
Al contextualizar los efectos benéficos E. faecalis CECT7121 empleando 
modelos anti-tumorales, este probiótico inhibió de manera dosis-dependiente la 
proliferación in vitro de las células tumorales murinas (LBC) y humanas (Raji y 
PL104). Las cepas control mostraron un comportamiento dosis-dependiente similar al 
de E. faecalis CECT7121. Sin embargo, no todas las bacterias testeadas mostraron el 
mismo nivel de inhibición de la proliferación celular. Resultados similares fueron 
observados en los efectos directos de las paredes bacterianas purificadas. 
La administración in vivo por vía intraperitoneal de E. faecalis CECT7121 o las 
cepas control testeadas protegió de la muerte al 90 % de los animales desafiados con 
una dosis letal del linfoma LBC, probablemente debido a la acción conjunta de la 
estimulación in situ de la respuesta inmune innata y la inhibición tumoral directa. 
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En resumen, estos resultados demuestran que la estimulación inmunológica 
generada por E. faecalis CECT7121 involucra la activación de la respuesta inmune 
innata (teniendo como blanco principal a las DCs y los macrófagos) y el consecuente 
desarrollo de respuestas celulares adaptativas del perfil Th1. Estos resultados 
demuestran que E. faecalis CECT7121 puede, en definitiva, constituir una novedosa 
estrategia adyuvante tanto en planes de vacunación oral como sistémica, o incluso como 
agente modulador en terapias anti-tumorales. 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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1. SISTEMA INMUNE. GENERALIDADES DE UNA ESTRUCTURA 
COMPLEJA 
 
El sistema inmunitario constituye una de las estructuras fisiológicas más 
estudiadas de las últimas décadas. Desde los estudios realizados por el médico inglés 
Edward Jenner, que a fines del siglo XVIII dieran lugar al célebre “An inquiry into the 
causes and effects of the variolae vaccinae”, los científicos han puesto una creciente 
atención en el estudio de los fenómenos desencadenados durante la respuesta inmune: 
así lo demuestra el aumento constante en la cantidad de publicaciones científicas 
relacionadas con la inmunología. Estos estudios han dejado en evidencia la diversidad 
de factores que se ponen en juego durante la respuesta inmune, como también la 
complejidad de mecanismos desencadenados por cada uno de ellos. Es claro que, si bien 
la información disponible es vasta, en la actualidad todavía se intentan desentrañar 
muchos fenómenos inmunológicos que aún no han podido ser comprendidos. 
El sistema inmunológico humano está constituido por un numeroso conjunto de 
células y moléculas con múltiples funciones distribuidas por todo el organismo. La 
función fisiológica del sistema inmune es la defensa contra los agentes infecciosos. Sin 
embargo, incluso sustancias extrañas no infecciosas pueden desencadenar respuestas 
inmunitarias [1,2]. Las defensas desencadenadas por este complejo sistema se organizan 
en las reacciones tempranas de la inmunidad innata y las respuestas más tardías de la 
inmunidad adaptativa [Figura 1]. Estos dos sistemas se encuentran íntimamente 
relacionados entre sí, funcionando de manera conjunta con el fin de proteger al 
individuo de las agresiones a las que se exponga. La interconexión entre la respuesta 
inmune celular innata y la adaptativa se coordina principalmente a través de la 
liberación de componentes solubles que funcionan como “señales”; en este sentido, se 
destaca la función de las citoquinas (o interleuquinas, generalmente abreviadas IL- y 
designadas con un número), que constituyen un grupo grande y heterogéneo de 
proteínas secretadas por diferentes tipos de células que median y regulan todos los 
aspectos de la respuesta inmune. 
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Figura 1. Elementos de las respuestas inmunes innata y adaptativa. La respuesta 
inmune innata funciona como la primera línea de defensa contra las infecciones. 
Está formada por factores solubles, como proteínas del sistema de complemento 
(complement), y diversos componentes celulares incluyendo los fagocitos 
(phagocytes), células dendríticas (dendritic cells) y células natural killer. La 
respuesta inmune adaptativa se desarrolla de manera más lenta, pero manifiesta una 
mayor especificidad antigénica y “memoria” inmunológica. Está constituida por 
anticuerpos (antibodies), y células B y T (lymphocytes, incluyendo linfocitos T 
CD4+ y CD8+). [1] 
 
La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa de un individuo 
frente a las agresiones, por lo general de tipo “infecciosas”. La mayoría de los 
mecanismos de la defensa inmunitaria innata aparecieron muy pronto en la evolución, 
después de que se desarrollaran los organismos multicelulares complejos, hace unos 750 
millones de años [1,2]. Este sistema está constituido por múltiples células y moléculas 
distribuidas estratégicamente a lo largo de todo el organismo, formando parte de 
diversos tejidos y/o arribando a los sitios infectados desde el torrente circulatorio. La 
prevención y el combate de potenciales infecciones son llevados a cabo por este sistema 
desde los primeros momentos de la agresión, en una serie encadenada de eventos. En 
primer lugar, diversos tejidos como la piel y los epitelios mucosos funcionan como 
“barreras” que impiden el ingreso de microorganismos u otros agentes infecciosos. 
Además, la inmunidad innata incluye el posterior accionar “activo” de numerosos 
componentes celulares y moleculares cuyo fin es eliminar los agentes que hayan 
logrado atravesar estas barreras (como los macrófagos, monocitos, neutrófilos, células 
natural killer (NK) y el sistema de complemento, entre otros). Los mecanismos de 
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reconocimiento empleados en general por las células de la respuesta innata permiten 
detectar estructuras comunes a grupos de microorganismos relacionados. La 
consecuente activación de dichas células logra, en numerosos casos, erradicar la 
infección atacante. Es importante destacar que la activación de la respuesta innata es 
fundamental para el correcto desarrollo y direccionamiento de la inmunidad adaptativa, 
en los casos en los que sea necesario accionar los mecanismos más especializados del 
sistema inmune. Estas características de coordinación global de la respuesta inmune 
convierte a las células de la inmunidad innata en interesantes blancos de modulación, 
aunque en la actualidad aún faltan describir finamente los mecanismos de 
reconocimiento y diseñar estrategias que aprovechen esta activación y modulación. 
La otra rama de la respuesta inmune, la inmunidad adaptativa, constituye una 
línea de defensa avanzada que aparece evolutivamente más tarde con el desarrollo de 
los animales vertebrados mandibulados. Este sistema presenta características 
particulares teniendo en cuenta la diversidad de receptores linfocitarios que participan 
en el reconocimiento de las estructuras denominadas “antígenos”, la producción de 
“anticuerpos” y la presencia de tejidos linfáticos especializados, entre otros. Durante su 
accionar, esta respuesta se caracteriza por aumentar en magnitud frente a reiteradas 
exposiciones al mismo agente agresor y desarrollar capacidades defensivas específicas 
para cada tipo de infección. Los principales protagonistas de esta respuesta, los 
linfocitos, poseen un particular mecanismo de reconocimiento del microorganismo 
infectante, asegurando una especificidad y diversidad de acción capaz de controlar y 
erradicar de manera especializada las infecciones que superen las barreras innatas del 
organismo. Asociada a este tipo de inmunidad, la “memoria” generada luego de la 
activación del sistema inmune adaptativo aumenta la capacidad de combatir infecciones 
repetidas por un mismo microbio, generando respuestas que suelen ser más rápidas, 
intensas y cualitativamente diferentes que la primera respuesta inmunitaria a ese 
antígeno [1,2]. Modular estas respuestas puede ser crucial para combatir de manera 
eficiente infecciones crónicas o procesos tumorales, como también evitar el desarrollo 
de respuestas alérgicas o autoinmunes. 
Los componentes celulares de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo se 
encuentran normalmente circulando por la sangre y la linfa, en órganos especializados 
denominados “linfáticos” y como células dispersas en casi todos los tejidos del 
organismo. La organización anatómica de estas células y su capacidad para circular e 
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intercambiarse entre la sangre, la linfa y los tejidos tiene una importancia fundamental 
para la generación de las respuestas inmunitarias. 
En su conjunto, la respuesta inmune permite el reconocimiento del agente 
agresor por parte de las células de los sistemas inmunes innato y adaptativo, la 
interacción con los diferentes elementos del sistema, y finalmente el establecimiento de 
una respuesta inmune del tipo e intensidad adecuada para la eliminación o inactivación 
de dicho agente. No obstante, en algunos casos es beneficioso modular el sistema 
inmunológico con la finalidad de aumentar la intensidad de la respuesta (por ejemplo, 
en casos de cáncer, inmunosupresión, estrés o infección), direccionarla hacia un 
determinado perfil efector (planes de vacunación, entre otros) o incluso reducirla (como 
ante enfermedades autoinmunes, alergias, trasplantes, hipersensibilidad, etcétera). Para 
ello, se encuentran continuamente en desarrollo diversos agentes inmunoterápicos, con 
múltiples orígenes y mecanismos de acción. 
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2. EL SISTEMA INMUNE INNATO COMO PRIMERA LÍNEA DE DEFENSA 
 
Las células y las moléculas solubles de la inmunidad innata existen en un estado 
funcional completo desde antes de encontrarse con los microorganismos y se activan 
rápidamente antes de que se desarrollen las respuestas inmunitarias adaptativas. Forman 
parte de diversos epitelios, como los queratinocitos en la piel o los enterocitos en el 
epitelio intestinal, o se encuentran como células especialmente dedicadas a llevar 
adelante los mecanismos propios de la respuesta inmunológica, como los fagocitos, las 
células presentadoras de antígenos e incluso poblaciones con funciones particulares 
como las células NK [Figura 2]. Todas estas células pueden encontrarse en circulación 
(denominadas en su conjunto “leucocitos”) o formando parte de los diferentes tejidos 
del cuerpo humano, cumpliendo allí su función de defensa. 
 
Figura 2. Células de la respuesta inmune innata en vertebrados. Microscopías 
Electrónicas de Transferencia de distintas células que participan en las respuestas 
inmunes innatas: neutrófilos (neutrophil), eosinófilos (eosinophil), basófilos 
(basophil), mastocitos (mast cell), monocitos (monocyte), macrófagos 
(macrophage), células dendríticas (dendritic cell) y células natural killer. 
 
Los fagocitos, entre los cuales se encuentran los neutrófilos y los macrófagos, 
son células cuyas principales funciones incluyen identificar, ingerir y destruir los 
microorganismos que hayan logrado penetrar las barreras epiteliales e ingresar a nuestro 
organismo. Las respuestas funcionales de los fagocitos en la defensa del hospedador 
ocurren en una secuencia de pasos: el reclutamiento de células en las zonas de 
infección, el reconocimiento de los microorganismos infectantes, la activación seguida a 
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ese encuentro, la ingestión de estos microbios mediante el proceso de fagocitosis y la 
destrucción de los microorganismos ingeridos en el interior del fagocito. Además, a 
través del contacto directo y la secreción de proteínas y otros mediadores solubles, los 
fagocitos se comunican con otras células en diversas formas, promoviendo y/o 
regulando las respuestas inmunitarias desencadenadas. 
Los neutrófilos (leucocitos polimorfonucleares) son la población de leucocitos 
más abundante en humanos adultos (de 40 a 70 % del total de leucocitos circulantes). Se 
caracterizan por tener un diámetro de 12 a 15 µm, un núcleo segmentado de 3 a 5 
lóbulos y un citoplasma con numerosos gránulos. Se producen en la médula ósea en 
grandes cantidades (aproximadamente 1011 neutrófilos/día), poseen un tiempo de vida 
media corto de apenas 6 horas y median las primeras fases de la respuesta inflamatoria, 
extravasando desde el torrente sanguíneo hacia el sitio de infección a través de 
mecanismos ligados al proceso inflamatorio [3]. 
Por otro lado, el sistema celular de fagocitos mononucleares consta de diversas 
células, cuya principal función es la fagocitosis y que desempeñan papeles centrales en 
las inmunidades innata y adaptativa. Estas células se originan a partir de un precursor 
común en médula ósea, circulan por la sangre, y maduran y se activan en varios tejidos. 
El tipo celular que ingresa al torrente sanguíneo desde la médula ósea no está 
completamente diferenciado y se denomina monocito [4]. Presenta un diámetro de 10 a 
15 µm, con un núcleo grande y “arriñonado”, y un citoplasma cargado de lisosomas, 
vacuolas fagocíticas y filamentos citoesqueléticos. Constituyen aproximadamente de 0 a 
10 % de los glóbulos blancos sanguíneos, y dada la expresión de diferentes moléculas 
de superficie es posible diferenciar diversos tipos de monocitos circulantes, con 
características funcionales aparentemente diferentes. 
Una vez que los monocitos ingresan en los tejidos, pueden madurar y convertirse 
en macrófagos, los cuales reciben diferentes nombres según su localización: células de 
Kupffer en el hígado, macrófagos alveolares en el pulmón y osteoclastos en los huesos, 
entre otros. Una vez activados, los macrófagos cumplen diversas funciones importantes 
durante las respuestas inmunes innata y adaptativa: [a] participan del proceso fagocítico, 
ingiriendo y eliminando microorganismos infectantes; [b] ingieren células muertas del 
hospedador como parte de un proceso de “limpieza” luego del desarrollo inflamatorio; 
[c] secretan diversas citoquinas importantes en la coordinación de todos los procesos 
inmunes; [d] participan como células presentadoras de antígenos a los linfocitos T que 
arriben al sitio de infección; y [e] promueven la reparación de tejidos dañados durante 
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los procesos inflamatorios, estimulando la angiogénesis y la producción de matriz 
extracelular rica en colágeno [5,6]. Para cumplir con sus funciones, los macrófagos son 
capaces de reconocer tanto a diferentes moléculas de los agentes infecciosos como 
también a diversas señales producidas por el propio organismo del hospedador, 
activándose y adquiriendo capacidades funcionales especiales dependiendo de los 
estímulos recibidos [6-8]. 
Otros tres tipos celulares que participan tanto en respuestas inmunitarias innatas 
como adquiridas son los mastocitos, los basófilos y los eosinófilos. Estas poblaciones 
celulares comparten la característica de poseer gránulos en su citoplasma llenos de 
mediadores inflamatorios y anti-microbianos. Además, estas células generalmente están 
involucradas en las respuestas dirigidas contra helmintos y participan de las reacciones 
alérgicas [9,10]. 
Por último, cabe destacar el rol de las células presentadoras de antígenos 
(antigen presenting cells, APCs), las cuales constituyen diferentes poblaciones que se 
especializan en la captura de antígenos, su presentación a los linfocitos y la consecuente 
activación de la respuesta inmune adaptativa. Suelen ser señaladas como el nexo entre 
los sistemas innato y adquirido, cumpliendo importantes funciones en la coordinación 
de ambas respuestas a través de la producción de señales que dirigen la proliferación 
linfocitaria y direccionan la respuesta adaptativa. En estas funciones, las células 
dendríticas (dendritic cells, DCs) son las APCs más importantes a la hora de activar a 
los linfocitos T vírgenes, siendo cruciales durante la respuesta innatas frente a las 
infecciones y en la alianza entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo. Las DCs 
forman parte de la línea mielocítica de células hematopoyéticas y surgen de un 
precursor relacionado con células de estirpe monocítica. Poseen un aspecto espiculado 
característico debido a sus prolongaciones denominadas “dendritas”, y se encuentran 
presentes en la piel, las mucosas y el parénquima de los órganos del cuerpo, actuando 
como “centinelas” frente al posible ingreso de microorganismos infectantes. El 
reconocimiento de antígenos extraños a través de diversos receptores, su plasticidad de 
respuesta frente a microorganismos diferentes y la capacidad de presentación antigénica 
a linfocitos T a través de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (major 
histocompatibility complex, MHC) y señales co-estimulatorias son características 
particulares que hacen que su función no sólo sea crucial para el reconocimiento de los 
patógenos ingresantes sino también para el direccionamiento de la respuesta inmune 
adaptativa, pudiendo instruir tanto respuestas inmunitarias como tolerogénicas. 
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2.1. La inmunidad innata emplea un sistema de reconocimiento conservado 
evolutivamente 
 
Las células del sistema inmunitario innato reconocen en general estructuras 
moleculares denominadas comúnmente patrones moleculares asociados a patógenos 
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), características de los 
microorganismos pero no de las células de los mamíferos. Las diferentes clases de 
microorganismos (por ejemplo, virus, bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, 
hongos y parásitos) expresan diferentes PAMPs, que suelen ser esenciales para la 
supervivencia de los microbios y de los cuales no pueden “deshacerse” para evitar ser 
reconocidos por las células de la inmunidad innata. Entre los ejemplos más citados de 
PAMPs se encuentran el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias Gram-negativas, los 
peptidoglicanos (PGN) y los ácidos teicoicos y lipoteicoicos (lipoteichoic acids, LTA) 
de las bacterias Gram-positivas, la flagelina como componente de las bacterias 
flageladas, los ácidos nucleicos particulares de muchos microorganismos como los 
ácidos ribonucleicos mono- y bi-catenarios (single- y double-stranded ribonucleic 
acids, ssRNA y dsRNA) virales, las cadenas no-metiladas de ácidos 
desoxirribonucleicos bacterianos (Cytosine-phosphate-Guanine-containing 
deoxyribonucleic acids, CpG-DNA), y otros lípidos, lipoproteínas, proteínas, 
glicoconjugados y ácidos nucleicos provenientes de bacterias, virus, hongos y parásitos 
[Tabla 1] [11-13]. 
Existen diferentes familias de receptores codificados en la línea germinal 
capaces de reconocer PAMPs, denominados en su conjunto receptores de 
reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors, PRRs). La primera familia 
de PRRs descripta y, sin dudas, la mayormente estudiada es la constituida por los 
receptores de tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs). La identificación original del 
receptor Toll fue inicialmente relacionada con el desarrollo dorso-ventral de Drosophila 
durante su embriogénesis [14-16], y años más tarde, este receptor transmembrana fue 
asociado con funciones anti-fúngicas de la respuesta inmune innata en insectos [17,18]. 
Hasta ahora han sido descriptos como miembros de la familia de TLRs en humanos y 
ratones, diez y doce proteínas homólogas al receptor Toll, respectivamente: los TLR-1 a 
-9 son conservados en ambas especies; el TLR-10 no es funcional en ratones debido a la 
inserción de un retrovirus, y los TLR-11, -12 y -13 han desaparecido del genoma 
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humano [11-13,18-20]. Los TLRs son proteínas transmembrana de tipo I con ectodominios 
formados por “repeticiones ricas en leucina” (leucine-rich repeats, LRRs) que median 
el reconocimiento de PAMPs, dominios transmembrana y dominios intracelulares tipo 
Toll/IL-1R (Toll/interleukin-1 receptor domain, TIR) involucrados en la señalización 
intracelular disparada por el receptor. Llamativamente, a pesar de la conservación 
estructural entre los dominios LRR, diferentes TLRs pueden reconocer diversas 
estructuras no relacionadas. La localización sub-celular de diferentes TLRs se 
correlaciona con el patrón molecular reconocido: los TLR-1, -2, -4, -5, -6 y -11 se 
encuentran en la superficie celular y son reclutados a los fagosomas luego de la 
activación con sus respectivos ligandos; por el contrario, los receptores TLR-3, -7, -8 y -
9 reconocen estructuras del tipo “ácidos nucleicos” y no se expresan en la superficie 
celular sino en la membrana plasmática de vesículas intracelulares [Tabla 1] [12,13,18]. 
Luego de su unión al ligando, los TLRs dimerizan y sobrellevan cambios 
conformacionales que son necesarios para el reclutamiento de proteínas intracelulares 
que participan de la cascada de señalización. Estas macromoléculas incluyen al 
adaptador MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88), TIRAP (TIR-
domain-containing adaptor protein, también conocida como MyD88-adaptor-like 
protein (MAL)), proteínas IRAK (IL-1R-associated kinases), TAK1 (transforming 
growing factor-β (TGFβ)- activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein 1), TAB2 y 
TRAF6 (tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6) [18]. Si bien todos 
los receptores de la familia TLR (con excepción del TLR-3) utilizan mecanismos de 
señalización que involucran a la proteína MyD88 (señalización “MyD88-dependiente”), 
existen otros mecanismos de activación celular a través de señales “MyD88-
independientes”: estas vías se relacionan con señalización disparada por los TLR-4 y 
TLR-3, e involucra a las proteínas adaptadoras TRIF (TIR-domain-containing adaptor 
protein inducing interferon (IFN)β, también conocida como TIR-domain-containing 
molecule 1 (TICAM1)), TRAM (TRIF-related adaptor molecule, también llamada TIR-
domain-containing molecule 2 (TICAM2)), e IRF3 (IFN regulatory factor 3), entre otras 
[18]. En líneas generales, la activación de TLRs y la consecuente señalización 
intracelular a través de las diferentes moléculas adaptadoras lleva a la activación del 
factor de transcripción NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B cells), y en menor medida de AP-1 (activator protein-1) [11,18]. Esta activación celular 
está relacionada con la secreción de factores anti-microbianos como citoquinas pro-
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inflamatorias e interferones de tipo I, aunque no parece relacionarse con la estimulación 
de otras funciones celulares como la fagocitosis [11,18]. 
Componente reconocido Especie TLRs empleados 
Bacterias  
LPS Bacterias Gram-negativas TLR-4 
Diacil-lipopéptidos Bacterias Gram-positivas y Mycoplasma TLR-2/TLR-6 
Triacil-lipopéptidos Bacterias Gram-negativas, micobacterias y 
Mycoplasma 
TLR-2/TLR-1 
LTA Estreptococos del grupo B TLR-2/TLR-6 
PGN Bacterias Gram-positivas TLR-2 
Porinas Neisseria TLR-2 
Lipoarabinomananos Micobacterias TLR-2 
Flagelina Bacterias flageladas TLR-5 
CpG-DNA Bacterias y micobacterias TLR-9 
ND Bacterias uropatogénicas TLR-11 
Hongos 
Zimosano Saccharomyces cerevisiae TLR-2/TLR-6 
Fosfolipomananos Candida albicans TLR-2 
Mananos Candida albicans TLR-4 
Glucuronoxilomananos Cryptococcus neoformans TLR-2 y TLR-4 
Parásitos 
tGPI-mucina Trypanosoma TLR-2 
Glicoinositolfosfolípidos Trypanosoma TLR-4 
Hemozoína Plasmodium TLR-9 
Molécula tipo-profilina Toxoplasma gondii TLR-11 
Virus 
DNA Virus TLR-9 
dsRNA Virus TLR-3 
ssRNA RNA virus TLR-7 y TLR-8 
Proteínas de envoltura RSV, MMTV TLR-4 
Proteína hemaglutinina Virus del sarampión TLR-2 
ND HCMV, HSV-1 TLR-2 
Hospedador 
Heat-shock protein 60, 70  TLR-4 
Fibrinógeno  TLR-4 
Tabla 1. Reconocimiento de patrones moleculares por TLRs. ND, no 
determinado; RSV, virus sincicial respiratorio (respiratory syncytial virus); MMTV, 
virus murino de tumor mamario (mouse mammary tumor virus); HCMV, 
citomegalovirus humano (human cytomegalovirus); HSV-1, virus Herpes simple 1 
(herpes simplex virus 1). [Adaptado de 11-13,21] 
 
Hoy se sabe que cada TLR es capaz de desencadenar señales intracelulares 
específicas según la naturaleza del PAMP reconocido, la ubicación celular del TLR y 
las proteínas adaptadoras involucradas en dicha señalización, entre otras funciones 
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[11,12,18]. En términos generales, la señalización intracelular iniciada a través de las vías 
“MyD88-dependientes” inducen la producción de citoquinas pro-inflamatorias, mientras 
que la vía “TRIF-dependiente/MyD88-independiente” estimula tanto la producción de 
citoquinas inflamatorias como de IFN de tipo I [11,12]. 
Además de los TLRs, existen otras familias de PRRs que cumplen importantes 
funciones en el reconocimiento de patrones moleculares como los receptores Lectina de 
tipo C (C-type lectin receptors, CLRs), la familia de receptores citoplasmáticos NLR 
(nucleotide binding domain and leucine-rich-repeat containing family), y los receptores 
tipo RIG-I (retinoic acid-inducible gene I-like receptors), entre otros. Estos receptores 
se encuentran en diversas localizaciones sub-celulares, son capaces de reconocer 
diversos patrones moleculares, y disparan señales intracelulares que median funciones 
como la activación celular, la fagocitosis de microorganismos o partículas extrañas 
mediada por receptores y la producción de citoquinas y otros factores secretados [11,22]. 
Los CLRs constituyen una familia de proteínas tanto solubles como ubicadas en 
la membrana plasmática, capaces de reconocer motivos particulares de hidratos de 
carbono a través de dominios proteicos dependientes de calcio. Estos receptores se 
clasifican en distintos tipos e interaccionan con estructuras que contienen 
fundamentalmente los carbohidratos manosa, fucosa y cadenas polisacarídicas de D-
glucosa (beta-glucanos), característicos de muchas clases de patógenos que atacan a los 
seres humanos, como virus, bacterias, hongos y parásitos [22]. Luego de su activación, 
estos receptores median la internalización del patógeno, llevando a su ulterior 
degradación y, en el caso de las APCs, la presentación antigénica a los linfocitos T; sin 
embargo, estudios recientes en áreas menos exploradas de la funcionalidad de CLRs han 
demostrado que la señalización iniciada a través de estos receptores es capaz de 
modular la expresión de genes inducida por TLRs a niveles pre- y post-transcripcionales 
[22]. El poder activar y manipular la respuesta inducida por estos receptores puede ser 
una estrategia clave para modular la respuesta inmune innata y sus consecuencias sobre 
el sistema inmune adaptativo. 
El receptor DC-SIGN (DC-specific ICAM3-grabbing non-integrin, también 
denominado CD209), descripto durante la década de 1,990, pertenece a la familia de 
CLRs tipo II expresadas en la superficie de las DCs mieloides [23,24]. Es capaz de 
interaccionar con PAMPs ricos en manosa y fucosa, presentes en diversos 
microorganismos incluyendo Candida albicans, el Virus de Inmunodeficiencia Humana 
(human immunodeficiency virus, HIV), Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter 
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pylori y Lactobacillus sp. Su activación involucra numerosas proteínas intracelulares 
(LSP1, LARG, RHOA, Ras, RAF1, quinasas Src y PAKs), y es capaz de estimular la 
fagocitosis del microorganismo reconocido y de modular la respuesta disparada por la 
activación simultánea de TLRs [22]. 
Por otro lado, el receptor de manosa (mannose receptor, MR -CD206-) es un 
miembro prototipo de la familia de CRLs tipo I [24]. Contiene ocho dominios de 
reconocimiento de carbohidratos (carbohydrate-recognition domains, CRDs) en su 
estructura, aunque interacciona con residuos únicos de manosa y fucosa a través de solo 
dos CRDs. Este receptor se encuentra en la membrana plasmática de diversas 
poblaciones celulares de la respuesta inmune innata (incluyendo DCs, células de 
Langerhans, monocitos y macrófagos, entre otras) y es constitutivamente internalizado 
en dichas células como un mecanismo de endocitosis de microorganismos altamente 
manosilados. Luego de su paso por diversas vesículas endosomales, el MR es reciclado 
a la superficie celular para participar nuevamente de la internalización antigénica [24,25]. 
La especificidad del MR y la posibilidad de responder a estímulos inflamatorios 
maximiza la capacidad de las DCs de presentar antígenos infecciosos a las células T. 
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3. LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS COMO MODULADORAS DE LA 
RESPUESTA INMUNE 
 
Las células dendríticas fueron observadas por primera vez en 1,973 por Ralph 
M. Steinman (quien recibiría por su trabajo el premio Nobel de Fisiología o Medicina 
en el año 2,011, apenas dos días luego de su muerte) y Zanvil A. Cohn, descriptas como 
una población celular adherente con características diferenciales presente en el bazo, 
nódulos linfáticos y placas de Peyer de diferentes cepas de ratones [26]. Aunque en el 
comienzo su relevancia fue resistida por muchos inmunólogos de la época, con el paso 
del tiempo estas células han demostrado ser el nexo entre las respuestas inmunes innata 
y adaptativa [27]. Muchas de las novedosas técnicas de modulación de la respuesta 
inmune intentan influenciar a esta población celular fundamental en el montaje tanto de 
respuestas inmunitarias como tolerogénicas. 
Las DCs incluyen un conjunto heterogéneo de poblaciones celulares cuya 
función central es la de presentar antígenos. Es decir, estas células actúan como un 
“puente” entre las dos fases de la respuesta inmune: la detección inicial del patógeno a 
través de los PRRs de la respuesta innata, y la erradicación de la noxa mediada por las 
células y los anticuerpos específicos de la inmunidad adaptativa. Por el momento son 
reconocidas cinco sub-poblaciones generalmente categorizadas como DCs: dos tipos de 
células dendríticas convencionales (conventional Dendritic Cells, cDCs: CD8α+ y 
CD11b+), las células dendríticas plasmacitoides (plasmacytoid Dendritic Cells, pDCs), 
las células de Langerhans (Langerhans Cells, LCs) y las células dendríticas derivadas 
de monocitos circulantes (monocyte-derived Dendritic Cells, mdDCs) [28,29]. 
Las células dendríticas convencionales son altamente fagocíticas y se 
especializan en el procesamiento y la presentación antigénica. A diferencia de otras 
APCs, las cDCs (o simplemente DCs) tienen la capacidad única de estimular las 
respuestas inmunes primarias, además de poder inducir tanto respuestas inmunogénicas 
como tolerogénicas dependiendo del tipo de DC y de la naturaleza del antígeno 
encontrado. Las DCs poseen una vida media corta (aproximadamente de 3 a 5 días) y 
presentan un recambio continuo a partir de precursores de médula ósea, proceso 
estimulado por la citoquina Flt3L [30-33]. Las DCs reconocen estructuras microbianas a 
través de PRRs, incluyendo los TLRs y las lectinas de tipo C. Este reconocimiento 
resulta en cambios funcionales de las DCs: un aumento en la capacidad migratoria hacia 
los órganos linfáticos secundarios drenantes, la expresión de moléculas presentadoras de 
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antígenos y co-estimulatorias, y la producción de citoquinas y otros mediadores para 
iniciar las respuestas inmunes adaptativas. Para lograr estas funciones, las DCs existen 
en dos estados funcionales: inmaduro y maduro [34,35]. Las DCs inmaduras presentan 
una sustancial capacidad endocítica, con una baja expresión en membrana plasmática de 
las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility 
Complex, MHC) de clase I y II. Luego de encontrarse con estructuras microbianas o 
estímulos inflamatorios, las DCs sufren un proceso de maduración notable que incluye 
una reorganización citoplasmática transportando los complejos MHC-péptido a la 
superficie celular y aumentando la expresión de moléculas co-estimulatorias como 
CD80 y CD86, y permitiendo que estas células sean capaces de iniciar las respuestas 
inmunes adaptativas mediadas por linfocitos T o modular las funciones de otras 
poblaciones como los linfocitos B o las células NK [Figura 3]. 
 
Figura 3. Las diferentes etapas en el ciclo de las células dendríticas. Las células 
madre hematopoyéticas (Haematopoietic stem cells, HSCs) se diferencian en células 
dendríticas inmaduras (immature dendritic cells, iDCs), las cuales son reclutadas a 
los tejidos periféricos e internalizan de forma continua diferentes antígenos para ser 
procesados y presentados en el contexto de las moléculas MHC-II. Luego de la 
captura antigénica y dependiendo de la naturaleza del antígeno, las DCs migran a los 
tejidos linfoides drenantes y maduran fenotípicamente, aumentando la expresión de 
CD40, CD80, CD86, MHC-II y CCR7. En los órganos linfáticos, las DCs presentan 
complejos [péptido-MHC-II] en la superficie celular, interaccionan con linfocitos 
específicos y maduran funcionalmente: activan células T, B y NK, y producen 
citoquinas pro-inflamatorias como IL-12 y TNFα. [36] 
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La heterogeneidad de esta población celular queda demostrada en la expresión 
diferencial de diversos marcadores de superficie, en la localización estratégica de las 
distintas DCs y en la capacidad de generar respuestas diferentes según la necesidad del 
sistema inmune. Esta variedad dificulta aún hoy la clasificación de los distintos sub-
tipos de DCs, especialmente debido a que los esfuerzos por agrupar las diferentes 
células mieloides se han basado principalmente en la utilización de marcadores de 
superficie, y no en el linaje, la ubicación anatómica o la función de dichas células. El 
marcador celular que mayormente ha sido empleado para identificar a las DCs murinas 
y humanas es CD11c (integrina αX), aunque dicha molécula también puede expresarse 
en monocitos activados, macrófagos tisulares, células productoras de IFNγ, e incluso 
células NK y eosinófilos [37]. No obstante, el empleo de varios marcadores celulares en 
conjunto permite demarcar ciertos linajes de DCs. En un principio, la sub-clasificación 
de las DCs se basa en la expresión de marcadores como CD8α y CD4 [28]. En diversos 
órganos linfoides murinos, las DCs CD8α+ son altamente eficientes en la presentación 
“cruzada” de antígenos exógenos a linfocitos T CD8+ en el contexto de las moléculas 
MHC-I. En contraste, las DCs CD4+ generalmente son consideradas como más 
eficientes en la activación de linfocitos T CD4+ a través de moléculas MHC-II. Por su 
parte, en los órganos periféricos murinos no-linfoides también existen poblaciones de 
DCs que muestran características similares a las presentes en tejidos linfoides. Las DCs 
equivalentes a la población CD8α+ expresan la integrina αEβ7 (CD103) como marcador 
distintivo, mientras que la contraparte de las DCs CD4+ en tejidos periféricos expresan 
el marcador CD11b. En los seres humanos, los equivalentes a las DCs CD8α+ han sido 
identificadas por la expresión de XCR1, BDCA3 (CD141) y CLEC9A, y también han 
demostrado participar en la presentación cruzada de antígenos provenientes de células 
muertas o necróticas; en contraste, las DCs humanas que expresan BDCA1 (CD1c) 
transcripcionalmente recuerdan a las DCs CD11b+ murinas [28,29]. 
Una característica central de la inmunidad adaptativa es su “diversidad”. Cada 
linfocito expresa un receptor antigénico diferente para permitir una respuesta inmune 
contra virtualmente cualquier agente potencialmente invasor. Para iniciar la 
diferenciación de estas células linfocíticas en agentes efectores (especialmente los 
linfocitos T), una DC migrante entra en los nódulos linfáticos drenantes demostrando 
haber encontrado un agente infectante en un tejido periférico. Así, los linfocitos T 
específicos para este patógeno podrán encontrar a esta célula presentadora de antígenos, 
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activarse y dividirse clonalmente para alcanzar un número adecuado de células 
efectoras, y diferenciarse en el perfil efector más conveniente según el tipo de 
microorganismo infectante o la localización del foco infeccioso [38]. 
El correcto desarrollo de las respuestas inmunes adaptativas mediadas 
fundamentalmente por los linfocitos T colaboradores (T helper, Th) es determinado por 
tres señales provenientes de las DCs maduras que han sido estimuladas por estructuras 
extrañas a nuestro organismo [39,40]. La primera señal estimulatoria resulta de la unión 
entre el receptor T (T cell receptor, TCR) y el péptido específico presentado en el 
contexto de las moléculas del MHC-II en la superficie de las DCs, y determina la 
especificidad antigénica de la respuesta. Además, la iniciación de la inmunidad 
protectiva también requiere de la co-estimulación de las células T (segunda señal), dado 
que los linfocitos T CD4+ se convierten en “anérgicos” en su ausencia y desarrollan así 
tolerancia al antígeno presentado. La estimulación a través del TCR y la co-
estimulación mediada por moléculas como CD80 y CD86 que interaccionan con el 
receptor CD28, es normalmente acompañada por una alta expresión de un selectivo 
grupo de citoquinas por parte de las DCs, que permiten que células T “vírgenes” (naïve) 
se desarrollen en células efectoras adecuadas. El balance de estas citoquinas y el tipo de 
inmunidad resultante dependen en gran medida de las condiciones bajo las cuales las 
DCs son activadas, generando estas la tercer señal de polarización de células T [Figura 
4] [39,40]. En su conjunto, todos estos pasos son cruciales para el direccionamiento de la 
respuesta inmune adaptativa; aún es necesario terminar de entender la fisiología del 
funcionamiento de las DCs para poder aprovechar al máximo todas sus funciones en el 
diseño de nuevas estrategias de inmunomodulación. 
Diferentes estímulos pueden inducir la producción de escenarios específicos de 
citoquinas que son responsables del desarrollo de una respuesta inmune adecuada para 
cada caso. En este contexto cobra vital importancia la IL-12, una de las citoquinas más 
importantes para el desarrollo de la repuesta inmune adaptativa [38,40,41]. Esta citoquina 
heterodimérica está compuesta por dos sub-unidades proteicas (p40 y p35), y es 
secretada por DCs y macrófagos activados por estímulos generalmente de origen 
microbiano. Las DCs productoras de IL-12 son las responsables de la inclinación de la 
respuesta inmune adaptativa hacia un perfil colaborador Th1, que favorece el desarrollo 
de respuestas inmunes inflamatorias y citotóxicas mediadas por células. Esta citoquina 
logra, simultáneamente, aplacar las respuestas inmunes de perfil Th2 dado que inhibe la 
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expresión del factor de transcripción Gata-3, molécula clave en el desarrollo de este tipo 
de respuestas adaptativas [38,40,41]. 
 
Figura 4. Funciones de las células dendríticas y la organización del sistema 
inmune innato. [A] La mirada clásica de cómo las DCs polarizan la respuesta Th 
incluye el reconocimiento directo del microorganismo a través de numerosos 
receptores y la estimulación de diversas vías de señalización que median la 
producción de citoquinas y otros factores que controlan la polarización Th. [B] Una 
mirada actualizada coloca a la imagen clásica en el contexto de interacciones célula-
célula que ocurren no solo con otros efectores de la respuesta inmune innata sino 
también con células estromales y epiteliales. Las DCs pueden detectar 
microorganismos de forma directa pero también indirecta, a través de factores 
solubles secretados por otras células, integrando toda esta información. [C] 
Estratificación de las funciones de DCs como orquestadoras de la respuesta 
inmunológica, su interacción con el microambiente y las características internas que 
moldean su activación. [40] 
 
Además, existen otras citoquinas producidas por las DCs que tienen amplias 
funciones en la activación y coordinación del sistema inmune. La IL-6 y el Factor de 
Necrosis Tumoral α (tumour-necrosis factor α, TNFα) son citoquinas pro-inflamatorias 
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que cumplen importantes funciones en la inflamación sistémica [42,43]. Por el contrario, 
la IL-10 secretada por DCs tiene acciones anti-inflamatorias y es importante en la 
generación de células T regulatorias (T regulatory cells, Treg) [44]. 
A pesar de toda la información disponible acerca del entendimiento de las 
funciones generales de las DCs, los mecanismos a través de los cuales estas células 
responden frente a microorganismos en el intestino y seleccionan respuestas inmunes 
apropiadas aún carecen de explicaciones definitivas; por esto, en la actualidad no 
pueden aprovecharse al máximo los potenciales usos de los microorganismos benéficos 
para lograr una deseada modulación de la respuesta inmunológica. 
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4. MACRÓFAGOS: CENTINELAS ENCARGADOS DE LA ESTIMULACIÓN Y 
LA REGULACIÓN DEL SISTEMA INMUNE 
 
Los macrófagos han sido considerados desde hace muchos años como células 
efectoras muy importantes en el sistema inmune. Élie Metchnikoff, quien obtuviera el 
premio Nobel de Medicina hace más de 100 años por su descripción del proceso de 
fagocitosis, propuso que la clave para lograr una buena inmunidad era la de “estimular a 
los fagocitos”. Desde este descubrimiento, muchos inmunólogos se han encargado de 
describir el concepto de “macrófago” como célula inmune efectora y así explicar cómo 
estas células participan de los mecanismos de defensa. Muchas son las evidencias que 
hoy demuestran que los macrófagos son actores fundamentales en el inicio, desarrollo y 
coordinación de la respuesta inmune innata [6,45-47]. Sin embargo, el hecho de enfocar el 
estudio del macrófago durante el desarrollo de sus funciones inmunitarias ha 
minimizado la vital importancia que estas células también tienen en la homeostasis del 
organismo, independientemente de su participación en la respuesta inmune [6,48]. Por 
ejemplo, los macrófagos son células fagocíticas que pueden eliminar aproximadamente 
2 × 1011 eritrocitos por día, proceso metabólico vital para el organismo. También se 
encargan de remover restos celulares que se generan durante la remodelación tisular, y 
eliminan rápida y eficientemente las células que entran en apoptosis. Estos procesos 
ocurren en ausencia de señales inmunes, y permiten que esta “limpieza” se lleve 
normalmente a cabo con una baja o inexistente producción de mediadores inflamatorios. 
Los macrófagos pueden detectar señales endógenas y exógenas de “peligro” a 
través de PRRs que incluyen a los TLRs y las Lectinas de tipo C. Esta cualidad los 
convierte en uno de los principales detectores de peligro en el organismo. Una vez 
activados, los macrófagos poseen una asombrosa plasticidad de función que les permite 
responder eficientemente a estas señales pero que, a su vez, puede ser moldeada por 
moléculas provenientes de otras células de las respuestas inmunes innata y adaptativa. 
Las señales ambientales no siempre inducen cambios que incrementan la función 
inflamatoria del macrófago sino que, por el contrario, pueden convertirlo en una célula 
menos preparada para producir citoquinas que estimulen la respuesta inmune. En este 
contexto se ha propuesto una clasificación de los macrófagos según su función: los 
macrófagos M1 o “activados clásicamente” (classically activated macrophages) y los 
macrófagos M2 o “alternativamente activados” (alternatively activated macrophages); 
estos últimos pueden sub-clasificarse según sus propiedades regulatorias o su función 
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en la reparación de tejidos (regulatory o wound-healing macrophages, 
respectivamente), demostrando que la activación y función macrofágicas distan de ser 
un evento de “todo o nada”, para incluir un conjunto muy grande de cualidades 
particulares según la necesidad frente a la respuesta inmune montada [48]. 
Las células macrofágicas se encuentran presentes virtualmente en todos los 
tejidos del cuerpo, y se diferencian a partir de precursores circulantes en sangre 
(monocitos) que migran desde el torrente sanguíneo hacia los tejidos en condiciones 
basales o en respuesta al proceso inflamatorio. En circulación, los monocitos no 
constituyen una población celular homogénea, y actualmente existe un gran debate 
acerca de si sub-poblaciones específicas de monocitos dan lugar a diferentes 
macrófagos tisulares. Por ejemplo, en ratones han sido descriptas dos poblaciones 
monocíticas denominadas “inflamatorias” o “residentes”, basándose principalmente en 
el tiempo que transitan por el torrente sanguíneo y en la expresión de diferentes 
moléculas de superficie como CCR2 (CC-chemokine receptor 2), CX3CR1 (CX3C-
chemokine receptor 1) y Gr-1 [48]. 
Los macrófagos pueden responder a estímulos endógenos o exógenos 
producidos rápidamente durante una agresión o infección. Estos estímulos pueden 
provenir de los propios microorganismos infectantes o de otras células de la respuesta 
inmune innata, aunque también pueden ser moldeados por factores producidos por 
APCs, linfocitos T y por el mismo macrófago en un circuito auto-regulatorio [Figura 
5]. Los estímulos recibidos darán forma a la función que ejercerá ese macrófago durante 
la respuesta celular: 
1) Macrófagos M1 (clasically activated macrophages): son aquellos macrófagos que 
cumplen funciones efectoras durante la respuesta inmune celular, con una aumentada 
función microbicida y tumoricida, y con una gran capacidad de secretar altos niveles 
de citoquinas y mediadores pro-inflamatorios. Esta diferenciación se da en un 
contexto de estimulación macrofágica clásica, ya sea por estimulación directa de 
productos microbianos como el LPS o a través de citoquinas como el interferón γ 
(IFNγ) o el TNFα producidas por otras poblaciones celulares (que incluyen células 
NK, el propio macrófago y otros fagocitos activados, e incluso sub-poblaciones 
linfocitarias efectoras). Esta estimulación promueve a los macrófagos a secretar 
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, TNFα, IL-12 e IL-23, producir 
especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno como anión superóxido y otros 
radicales libres, y aumentar así su capacidad de eliminar microorganismos. Estos 
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macrófagos M1 son componentes cruciales del sistema de defensa, pero su 
activación debe ser finamente controlada para evitar que las citoquinas y mediadores 
solubles producidos lleven a la alteración excesiva del propio tejido, como ocurre en 
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea o las enfermedades 
inflamatorias intestinales. 
2) Macrófagos M2 cicatrizantes (wound-healing macrophages): como ocurre con los 
activados clásicamente, los macrófagos cicatrizantes son activados por factores 
secretados en respuesta a señales innatas y adaptativas. Una de las moléculas que 
parece estar involucrada en esta activación es la IL-4, citoquina liberada rápidamente 
por granulocitos como basófilos y mastocitos ante la aparición de daño tisular. Esta 
interleuquina estimula a los macrófagos a relacionarse con los mecanismos de 
reparación, induciendo cambios en el fenotipo de estas células (por ejemplo, un 
aumento en la expresión de MR y de arginasa) y participando en la generación de 
matriz extracelular. De la misma manera que ocurre con los M1, los macrófagos 
cicatrizantes pueden causar efectos deletéreos en el organismo si no son debidamente 
controlados, como ocurre en la sobre-generación de tejido fibrosado en parasitosis 
crónicas y otras enfermedades como asma. 
3) Macrófagos M2 regulatorios (regulatory macrophages): los macrófagos 
regulatorios surgen luego del establecimiento de respuestas tanto innatas como 
adaptativas. Los glucocorticoides endógenos secretados por las glándulas adrenales, 
que tienen efectos directos sobre los macrófagos, inhiben la transcripción de 
citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-12) y estimulan funciones como la 
fagocitosis de células apoptóticas y la producción de citoquinas anti-inflamatorias 
como IL-10 y factor de crecimiento transformante β (transforming growing factor β, 
TGFβ). Estos macrófagos suelen desarrollarse, además, frente a situaciones de 
activación prolongada de la respuesta inmune adaptativa como un mecanismo de 
regulación del sistema. Sin embargo, muchas infecciones suelen estimular la 
generación de este tipo de macrófagos con el fin de suprimir la respuesta anti-
microbiana; asimismo, los “macrófagos asociados a tumores” (tumour-associated 
macrophages, TAMs) generados como mecanismo de evasión de la respuesta 
inmune anti-tumoral comparten características con los macrófagos regulatorios. 
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Figura 5. [A] Diversas citoquinas producidas por células inmunes pueden dar 
lugar a macrófagos con distintas fisiologías. Los macrófagos M1 surgen en 
respuesta a IFNγ y TNFα generados durante el desarrollo de respuestas inmunes 
tanto innatas como adaptativas. Los macrófagos cicatrizantes se desarrollan luego de 
la estimulación con IL-4. Por su parte, los macrófagos regulatorios se generan en 
respuesta a diversos estímulos que incluyen los complejos inmunes, los 
glucocorticoides endógenos y la IL-10, entre otros. [B] La interacción entre los 
macrófagos y las células T. Los macrófagos M1 participan de las respuestas 
inflamatorias interaccionando con linfocitos Th1 y Th17. Por su parte, los 
macrófagos regulatorios y los cicatrizantes interactúan con Tregs y linfocitos Th2, 
respectivamente, en condiciones generalmente anti-inflamatorias. [48] 
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Es evidente que los diferentes aspectos funcionales de los macrófagos los 
convierten en células clave durante las respuestas inmunes innatas y adaptativas, no solo 
frente a procesos infecciosos, sino también frente a otras situaciones patológicas como 
alergia y cáncer. En patologías como al cáncer, lograr una correcta modulación de la 
respuesta macrofágica en el ambiente tumoral no solo puede frenar el crecimiento del 
tumor, sino que puede constituir el inicio de su erradicación. Así, nuevos agentes 
moduladores son buscados para interferir estratégicamente a estos niveles y lograr 
educar a los macrófagos en esta función anti-tumoral. 
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5. LA MICROBIOTA INTESTINAL Y LOS MICROORGANISMOS 
PROBIÓTICOS 
 
La microbiota gastrointestinal varía en un rango continuo entre el mutualismo y 
la patogenicidad, como consecuencia de microorganismos tanto residentes como 
ingeridos [49]. Esta microbiota es esencial para la salud humana e imprime características 
únicas en cada individuo; contribuye a la digestión alimenticia y al desarrollo y 
funcionamiento óptimos del sistema inmune, uno de los sistemas más extendidos del 
cuerpo humano. Más aún, el desbalance de estos microorganismos no sólo tiene 
consecuencias locales sino también sistémicas, como las observadas en los casos de 
inflamación intestinal e infección. El mantenimiento del correcto balance e incluso el 
aumento de los efectos benéficos de la microbiota se muestra como una interesante 
oportunidad tanto en condiciones de salud como enfermedad [49]. Esto explica, en parte, 
el creciente interés en explotar al máximo las funciones benéficas de la microbiota 
humana, que ha resultado en la selección de especies específicas con capacidad de 
promover la salud para constituir el tratamiento de condiciones en las cuales la 
microbiota (o su funcionamiento óptimo) ha sido perturbada [49-52]. 
El balance entre los mecanismos que frenan el avance de microorganismos 
patogénicos y los que garantizan tolerancia frente a especies comensales se encuentra 
finamente regulado por el medioambiente intestinal [50]. La tolerancia depende, entre 
otros aspectos, de la apropiada defensa innata que limita la entrada de microorganismos 
al tejido intestinal. Las células epiteliales intestinales (intestinal epithelial cells, IECs) 
proveen una barrera física entre la microbiota y los tejidos subyacentes, y participan de 
forma activa en el reconocimiento de microorganismos patogénicos y comensales. 
Además, existen células epiteliales especializadas que producen una capa de mucus 
(células caliciformes, Globet cells) y otras que secretan proteínas anti-microbianas 
(células de Paneth) para limitar la exposición de bacterias al epitelio intestinal. La 
producción de grandes cantidades de IgA secretoria (sIgA) por linfocitos B de lámina 
propia provee una protección adicional. Por su parte, además del reconocimiento innato 
de microorganismos patogénicos por IECs, las DCs y los macrófagos intestinales 
pueden interaccionar a través de PRRs, induciendo vías de señalización que median la 
eliminación de microorganismos y la activación de células T helper pro-inflamatorias 
(Th1 y Th17). En cambio, durante el mantenimiento de la homeostasis y la tolerancia 
inmunológica, la activación de DCs y macrófagos intestinales no resulta en la secreción 
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de citoquinas pro-inflamatorias sino en la presentación antigénica a linfocitos T que 
conducirá a la diferenciación a Tregs (regulada por la secreción de IL-10, TGFβ y ácido 
retinoico) [Figura 6] [50]. El conocimiento de todos estos mecanismos regulatorios 
impulsa el estudio de nuevas estrategias que permitan aprovechar las características 
beneficiosas de este complejo sistema. 
 
Figura 6. Mecanismos inmunológicos que defienden al hospedador e inducen 
tolerancia frente a microorganismos intestinales. Existe un balance finamente 
regulado entre los mecanismos que frenan el avance de microorganismos 
patogénicos y los que garantizan la homeostasis intestinal frente a bacterias 
comensales. Ese balance depende en gran medida de la organización del sistema 
inmune de mucosas, y puede ser modulado por la ingestión de microorganismos 
probióticos. FM, manto folicular (follicular mantle); GC, centro germinal 
(germinal centre); M cell, célula M (microfold); sIgA, inmunoglobulina A 
secretoria. [50] 
 
Los probióticos son definidos como “microorganismos vivos que, cuando son 
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios en la salud del 
hospedador” [53]. La ingestión regular de dichos microorganismos contribuye a la 
homeostasis del sistema inmune, favoreciendo un correcto balance de la microbiota 
intestinal e interactuando con el sistema inmune sistémico y de mucosas. Las 
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aplicaciones clínicas de los probióticos incluyen la prevención y el tratamiento de 
infecciones gastrointestinales, enfermedades inflamatorias intestinales, alergias y el uso 
como adyuvantes en vacunación [49,50]. Los mecanismos a través de los cuales los 
probióticos ejercen estos efectos benéficos son diversos y pueden ser clasificados en 
tres categorías principales: aquellos que involucran la influencia sobre otros 
microorganismos (especialmente patogénicos); aquellos a través de los cuales se 
aumenta la función de barrera ejercida por el epitelio intestinal; y aquellos que 
involucran la modulación del sistema inmune [49,50]. Mientras que el primero es el efecto 
mejor estudiado, los mecanismos inmunomodulatorios son poco comprendidos y 
parecen ser género/cepa específicos. 
Los microorganismos probióticos, que en su mayoría pertenecen al grupo de las 
bacterias ácido-lácticas (lactic acid bacteria, LAB), son seleccionados generalmente de 
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Otros probióticos que pertenecen al 
conjunto de LAB Gram-positivas incluyen cepas de Enterococcus faecalis, e incluso 
microorganismos Gram-negativos como Escherichia coli Nissle 1917 o levaduras 
identificadas como Saccharomyces boulardii también han demostrado conferir efectos 
benéficos al hospedador [49,50]. Se ha comprobado que distintas especies de estos 
microorganismos pueden modular tanto a células de la respuesta inmune innata (como 
macrófagos y DCs), como a las células responsables de los mecanismos adaptativos: los 
linfocitos T y B. Sin embargo, aún no se conocen con exactitud cuáles son las moléculas 
microbianas responsables de dichos efectos, ni cuáles son los mecanismos de acción 
involucrados. El entendimiento de cómo estos microorganismos contribuyen a mejorar 
la salud continúa siendo un desafío, y es necesaria una mejor comprensión de cómo las 
bacterias probióticas interaccionan con las células del hospedador para optimizar su 
aplicación y mejorar así su accionar tanto para las funciones clásicas en la prevención y 
tratamiento de infecciones como en los efectos inmunomodulatorios a nivel local y 
sistémico [49-52]. 
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6. EL PROBIÓTICO ENTEROCOCCUS FAECALIS CECT7121 
 
En los últimos años, el Laboratorio de Modulación de la Respuesta Inmune 
dirigido por la Dra. Marcela A. Manghi, ha estudiado la actividad inmunorreguladora de 
cepas saprófitas de Enterococcus faecalis aisladas del medioambiente. Particularmente, 
el tratamiento de animales de experimentación con la cepa E. faecalis CECT7121 ha 
demostrado ejercer efectos benéficos no solo a nivel de la composición microbiana 
intestinal, sino también sobre componentes de la respuesta inmune sistémica y de 
mucosas [54-59]. Esta potenciación de la respuesta inmune ha sido analizada en diversos 
modelos biológicos y patológicos, como inmunizaciones activas, desafíos infecciosos, 
patologías tumorales y procesos alérgicos, entre otros. 
E. faecalis CECT7121 se presenta como un candidato interesante para ser 
considerado como una cepa probiótica. Este microorganismo ha sido aislado de un 
ensilado natural de maíz proveniente de un establecimiento localizado en la ciudad de 
Tandil (provincia de Buenos Aires, Argentina). Los productores de la región se dedican 
a la cría y comercialización de ganado, principalmente vacuno. Los animales 
alimentados de este silo de maíz se destacan de otros especímenes de la región, 
demostrando un óptimo estado de salud y ganancia de peso por encima de los valores 
promedio. Empleando diversos modelos murinos, se ha demostrado previamente que E. 
faecalis CECT7121 se implanta y persiste en el tracto gastrointestinal, y aumenta y 
direcciona el perfil de citoquinas hacia un fenotipo Th1 en situaciones de vacunación, 
inmunidad anti-tumoral y reacciones alérgicas [54-57]. En estos modelos, la 
administración intragástrica de E. faecalis CECT7121 puede inducir una respuesta 
celular anti-tetánica y anti-diftérica más potente en ratones BALB/c inmunizados con la 
vacuna pediátrica Difteria-Tétanos-Bordetella pertussis (DTP) [55]. Este probiótico 
también es capaz de reducir la mortalidad de animales desafiados con una dosis letal de 
células del linfoma murino LBC, iniciando mecanismos que incluyen la generación de 
una respuesta Th1 caracterizada por una elevada producción de IL-12 e IFNγ [56]. 
Finalmente, esta bacteria previene el establecimiento de una respuesta alérgica contra la 
ovoalbúmina, disminuyendo los títulos de inmunoglobulina (Ig) E específica, los 
niveles de citoquinas Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5 e IL-13), e impidiendo la generación 
de reacciones de anafilaxia cutánea activa [57]. 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se intenta elucidar los principales 
mecanismos que son disparados por E. faecalis CECT7121 y llevan a los efectos 
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benéficos observados en ratones. En este contexto, se analizan los efectos de la 
estimulación de macrófagos y DCs, y su influencia en la activación y establecimiento de 
respuestas Th. Además, se estudia el rol de células regulatorias en los efectos benéficos 
conferidos por esta bacteria. Una caracterización profunda de los mecanismos 
desencadenados por E. faecalis CECT7121 podrá no solo ampliar el conocimiento de 
las funciones de este microorganismo, sino también identificar las moléculas 
involucradas, contribuir con el conocimiento general sobre el accionar de los 
probióticos y permitir el diseño de novedosas estrategias adyuvantes que permitan la 
estimulación y modulación del sistema inmune (local y sistémico). 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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O B J E T I V O S  
 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se busca esclarecer los mecanismos 
mediante los cuales Enterococcus faecalis CECT7121 ejerce la estimulación del sistema 
inmunológico, centrando el estudio principalmente en su influencia sobre la respuesta 
inmune innata y la consecuente activación de la inmunidad adaptativa. 
Los objetivos específicos son: 
- Estudiar la activación in vitro de las células dendríticas (DCs) por E. faecalis 
CECT7121, y compararla con aquella producida por las cepas control. 
- Determinar cuáles son las fracciones antigénicas de E. faecalis CECT7121 que 
presentan actividad inmunoestimulante. 
- Evaluar la importancia de los mecanismos de reconocimiento de E. faecalis 
CECT7121 sobre las DCs, empleando cultivos diferenciados a partir de precursores 
de médula ósea de ratones genéticamente modificados para la expresión de 
determinados receptores de reconocimiento de patrones y moléculas que participan 
en la señalización intracelular. 
- Estudiar la influencia funcional de E. faecalis CECT7121 sobre las DCs, 
determinando la consecuente activación de linfocitos T tanto in vitro como in vivo. 
- Evaluar la activación in vitro de macrófagos por E. faecalis CECT7121, y 
compararla con aquella producida por las cepas control. 
- Determinar la activación de vías de señalización intracelular en macrófagos 
estimulados con E. faecalis CECT7121, estudiando específicamente al factor de 
transcripción NFAT. 
- Evaluar las consecuencias de la ingestión de E. faecalis CECT7121 sobre el sistema 
inmune local (en ganglios linfáticos mesentéricos) y sistémico (en bazo) empleando 
un modelo murino in vivo; estudiar la activación de poblaciones efectoras y la 
acumulación de células reguladoras. 
- Estudiar los efectos directos de E. faecalis CECT7121 sobre células tumorales, 
elegidas como modelo biológico para determinar la eficacia de este probiótico. 
- Determinar la protección anti-tumoral in vivo ejercida por E. faecalis CECT7121 
frente al desafío con células tumorales. 
- Observar los efectos anti-tumorales de E. faecalis CECT7121 sobre líneas celulares 
humanas. 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S  
 
1. GENERALIDADES 
 
1.1. Enterococcus faecalis CECT7121 y bacterias control 
La cepa probiótica Enterococcus faecalis (E. faecalis) CECT7121 fue aislada de 
un ensilado natural de maíz de la ciudad de Tandil (Buenos Aires, Argentina) [60]. Las 
cepas bacterianas E. faecalis ATCC29212, E. faecalis DS16, E. faecalis CEB149 y 
Micrococcus luteus CCA45 (CCM-A-45; equivalente a la denominada actualmente 
Kocuria rhizophila ATCC9341) fueron empleadas como controles durante diferentes 
experimentos de este trabajo; las condiciones de crecimiento bacteriano y de 
preparación de los diferentes antígenos derivados fue la misma que en el caso de E. 
faecalis CECT7121. 
Las cepas E. faecalis CECT7121 y E. faecalis CEB149 fueron aportadas 
gentilmente por la Dra. Mónica D. Sparo (Centro de Estudios Bioquímicos -CEB-, 
Argentina); las cepas E. faecalis ATCC29212 y M. luteus CCA45 fueron otorgadas por 
el Dr. Gabriel Gutkind de la Colección de Cultivos Microbianos CCM-A-29 
(Universidad de Buenos Aires, Argentina); la cepa E. faecalis DS16 fue provista por el 
Dr. Michael S. Gilmore (Harvard Medical School, EE.UU.). 
 
1.1.1. Preparación de suspensiones bacterianas 
Todos los cultivos de E. faecalis CECT7121 fueron realizados en Caldo 
Tripteína Soja (Triptone Soy Broth, TSB; Biokar Diagnostics, Francia). Diferentes 
viales de E. faecalis CECT7121 fueron almacenados en TSB suplementado con 40 % 
(v/v) de glicerol (Biopack, Argentina) a -20 ºC, -40 ºC, -80 ºC y nitrógeno líquido, y 
fueron descongelados y expandidos para cada experimento realizado [54-61]. 
Para cada experimento, E. faecalis CECT7121 fue crecida en TSB a 37 ºC 
durante 18 h. Luego de la incubación, el cultivo fue recuperado por centrifugación a 
5,800 g por 15 min (4 ºC) y lavado 3 veces con solución salina bufereada (phosphate 
buffered saline, PBS) estéril. Los cultivos fueron sometidos rutinariamente a diversos 
controles de identidad y contaminación, incluyendo: crecimiento en Agar Tripteína Soja 
(Triptone Soy Agar, TSA; Biokar Diagnostics, Francia), morfología, reacción de Gram 
(Laboratorios Britania, Argentina), producción de catalasa, crecimiento y hemólisis en 
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TSA suplementado con sangre humana al 5 % (v/v), expresión de pirrolidonil-
arilamidasa (Laboratorios Britania, Argentina), sensibilidad a diversos antibióticos 
(Ampicilina 10 µg -AMP-, Gentamicina 120 µg -GEN-, Estreptomicina 300 µg -STR-, 
Vancomicina 30 µg -VAN-, Eritromicina 15 µg -ERY-; Laboratorios Britania, 
Argentina) y crecimiento en Agar Cromogénico (Chromobrit IU; Laboratorios Britania, 
Argentina) [62]. 
Para preparar las suspensiones de E. faecalis CECT7121, curvas de crecimiento 
estándar fueron producidas comparando la densidad óptica (optic density, OD) a 620 nm 
versus las unidades formadoras de colonias (colony-forming units, CFU) de cultivos 
serialmente diluidos; las suspensiones de E. faecalis CECT7121 fueron preparadas 
relacionando una concentración de 1.0 × 109 CFU/mL con una OD620 de 1.500 unidades 
[62]. 
Para la preparación de E. faecalis CECT7121 como agente estimulante in vitro, 
la suspensión del probiótico fue inactivada por calor a 80 ºC durante 1 h (Ef∅) previo a 
la dilución en el medio correspondiente. La inactivación de la suspensión fue 
corroborada tanto en medio líquido (TSB) como en medio sólido (TSA) [62,63]. 
 
1.1.2. Preparación de fracciones sub-celulares 
Las fracciones “pared celular” y “lisado soluble” de E. faecalis CECT7121 
fueron preparadas siguiendo una modificación del protocolo establecido por Araki y 
colaboradores [64]. Brevemente, E. faecalis CECT7121 fue crecido en 1-2 L de TSB 
durante 18 h a 37 ºC y agitación continua (150 rpm). Las suspensiones bacterianas 
fueron lavadas con PBS estéril entre los diferentes pasos del protocolo (6,000 g, 20 min, 
4 ºC), y sometidas a diferentes tratamientos: (1) sonicación (3 ciclos × 5 min, potencia 
de salida: 12 W (Ultrasonic Processor GE 50; Sonics & Materials, Inc., EE.UU.), en 
agua destilada fría y estéril); (2) lisis osmótica (solución fría de NaCl 1 M (Biopack, 
Argentina) por 10 min); (3) hervor (20 min, agua destilada estéril); (4) digestión 
enzimática con tripsina (2 mg (Gibco, EE.UU.) en 50 mM de búfer fosfato, pH 7.50, 2 
h, 37 ºC); (5) tratamiento con dodecilsulfato sódico (sodium dodecyl sulfate, SDS; 0.4 
% (p/v) (Gibco, EE.UU.), 1 h a temperatura ambiente). Entre cada paso, la suspensión 
bacteriana fue centrifugada (20,000 g, 30 min-1 h, 4 ºC). El lisado soluble fue 
recolectado luego de cada ciclo de sonicado, clarificado por centrifugación (20,000 g, 1 
h), filtrado (0.22 µm), liofilizado y conservado a -20 ºC. Las paredes bacterianas fueron 
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recolectadas por centrifugación diferencial (2,700 g, 15 min; y 20,000 g, 30 min) luego 
del último paso de centrifugación; el sedimento fue resuspendido en agua destilada, 
liofilizado y conservado a -20 ºC [58]. El análisis de la composición de las fracciones 
“lisado soluble” y “paredes bacterianas” fue realizado empleando las técnicas de 
electroforesis en geles de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) y 
Western Blotting, empleando un anti-suero de conejo específico contra E. faecalis 
CECT7121 generado en nuestro laboratorio. 
Por su parte, la purificación de los ácidos lipoteicoicos (lipoteichoic acids, LTA) 
fue realizada siguiendo el protocolo mejorado de Morath y colaboradores [65]. Una 
suspensión concentrada de E. faecalis CECT7121 fue tratada con un volumen igual de 
n-butanol (Biopack, Argentina) en agitación durante 30 min a temperatura ambiente. 
Luego de su centrifugación (13,000 g, 20 min), la fase acuosa fue liofilizada, 
resuspendida en el búfer cromatográfico inicial (15 % (v/v) n-propanol en 0.1 M de 
acetato de amonio, pH 4.70; ambos de Biopack, Argentina) y centrifugada a 45,000 g 
por 15 min. El sobrenadante fue sometido a una cromatografía de interacción 
hidrofóbica en octil-sefarosa (Octyl Sepharose 4 Fast Flow; GE Healthcare Life 
Sciences, EE.UU.) y la elución fue realizada aumentando el porcentaje de n-propanol en 
búfer acetato hasta un 60 % (v/v) (gradiente lineal). Los LTA purificados fueron 
identificados mediante Western Blotting, empleando el anti-suero de conejo específico 
contra la pared bacteriana de E. faecalis CECT7121 mencionada anteriormente 
(desarrollado en nuestro laboratorio y titulado mediante un enzyme-linked 
immunosorbent assay -ELISA- diseñado específicamente para tal fin) [58]. 
 
1.2. Animales experimentales 
1.2.1. Aspectos éticos 
Todos los experimentos en animales realizados durante el presente trabajo 
fueron realizados bajo las leyes de protección animal de Argentina y Alemania 
(TierSchG BGBl. I S. 1105; 25-05-1998). Los ratones fueron mantenidos y 
manipulados según las buenas prácticas de trabajo definidas por el National Research 
Council of the National Academies (EE.UU.), la Federation of European Laboratory 
Animal Science Associations (FELASA, Unión Europea), la entidad de bienestar animal 
GV-SOLAS (Alemania) y actualmente en el Laboratorio de Modulación de la 
Respuesta Inmune bajo el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio (CICUAL, Universidad de Buenos Aires). Todos los experimentos en 
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animales fueron aprobados por el Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral “Prof. 
Dr. Ricardo Aníbal Margni” (IDEHU, CONICET-UBA, Argentina), el Lower Saxony 
Committee on the Ethics of Animal Experiments (Alemania) y el Lower Saxony State 
Office of Consumer Protection and Food Safety, bajo los permisos 33.9-42502-04-
11/0453 y UBACyT B028 (2008-2011). Los animales fueron sacrificados por 
inhalación de CO2, dislocación cervical o eutanasia farmacológica por sobredosis de 
anestésicos (mezcla de xilacina y ketamina), y todo esfuerzo fue realizado para 
minimizar el sufrimiento animal. 
 
1.2.2. Animales 
Ratones BALB/c y C57BL/6 wild-type de 6 a 8 semanas de vida fueron 
obtenidos del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias (Universidad de Buenos 
Aires, Argentina) o del Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (HZI, Alemania), y 
conservados en los bioterios del IDEHU (CONICET-UBA, Argentina) o del Twincore-
Zentrum für Infektionsforschung (MHH-HZI, Alemania), respectivamente. 
Los ratones transgénicos portando la proteína humana DC-SIGN (dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin, CD209), llamados 
“hSIGN”, fueron generados empleando el promotor murino de CD11c controlando la 
expresión de la secuencia copia de ácidos deoxirribonucleicos del gen humano 
codificante para DC-SIGN, según descripto previamente [66]. También fueron 
empleados los siguientes ratones genéticamente modificados: ratones knock-out para la 
proteína myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88-/-) [67], ratones 
knock-out para el receptor de manosa (mannose receptor, MR-/-) [68] y ratones OT-II 
[69]. Las cruzas hSIGN ×  MyD88-/- y hSIGN ×  MR-/- fueron generadas en el HZI 
(Alemania). Todos los animales genéticamente modificados pertenecieron al 
background genético de C57BL/6 y fueron mantenidos en Twincore (MHH-HZI, 
Alemania). 
Los animales (n = 5 ratones/jaula) fueron mantenidos bajo condiciones 
específicas según la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National 
Research Council of the National Academies, EE.UU.), con temperatura ambiente (20-
22 ºC) y humedad controladas y ciclos de luz/oscuridad de 12 h; el alimento y agua 
fueron provistos ad libitum. 
Dos conejos hembra New Zealand de más de 2 kg de peso fueron empleados 
para desarrollar un suero específico contra la pared bacteriana de E. faecalis 
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CECT7121. Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales con temperatura 
ambiente (20-22 ºC) y humedad controladas y ciclos de luz/oscuridad de 12 h durante el 
plan de inmunización; alimento y agua fueron provistos ad libitum. 
 
1.3. Análisis estadístico 
Todos los experimentos in vitro e in vivo realizados durante el presente trabajo 
de Tesis Doctoral fueron realizados entre 2 y 5 veces. Los resultados fueron presentados 
con sus valores promedio y sus errores estándar (SEM). 
La significancia estadística fue evaluada empleando Tests t no pareados o 
ANOVA, de acuerdo al diseño experimental. Cuando las variables presentaron una 
distribución normal (según el test de normalidad de D’Agostinos & Pearson) y 
mostraron homocedasticidad (test F, de Brown-Forsythe o de Bartlett para la 
comparación de varianzas), se emplearon tests paramétricos: test t no pareado de 
Student o ANOVA de una vía seguido del test post hoc para comparaciones múltiples 
de Dunnett. La corrección de Welch (tests t no pareados) y las transformaciones Log(Y) 
o sqrt(Y) (ANOVA) fueron ocasionalmente empleadas cuando las variables presentaron 
heterocedasticidad. Cuando los resultados de las muestras no presentaron una 
distribución normal o no demostraron homocedasticidad, se ensayaron tests no 
paramétricos: test U de Mann-Whitney o test ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de un 
test post hoc de Dunn. 
Las curvas de sobrevida animal fueron analizadas mediante el test de Gehan-
Breslow-Wilcoxon. 
La interacción entre los tratamientos con el lisado soluble de E. faecalis 
CECT7121 y la droga CAPE sobre la línea celular PL104 fue determinada a través de la 
confección de un isobolograma. Brevemente, se evaluó el efecto inhibitorio de la 
proliferación de células PL104 en presencia de diferentes concentraciones de lisado 
soluble de E. faecalis CECT7121 y CAPE para determinar la “dosis efectiva 50 %” 
(DE50); luego se evaluó el efecto generado por la combinación de ambos tratamientos, 
para la clasificación entre tratamientos sinérgicos, aditivos o antagónicos [70,71]. 
Los distintos análisis estadísticos y gráficos fueron realizados empleando el 
software GraphPad Prism 7.0a para Mac OS X (GraphPad Software, EE.UU.). Los 
resultados fueron considerados estadísticamente diferentes a * p < 0.05, ** p < 0.01 ó 
*** p < 0.001. 
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2. CÉLULAS DENDRÍTICAS 
 
Las células dendríticas (dendritic cells, DCs) empleadas en los diferentes 
ensayos de la presente Tesis Doctoral fueron desarrolladas in vitro a partir de 
precursores murinos de médula ósea (MO) estimulados con el factor estimulante de 
colonias granulocíticas-monocíticas (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulatory 
Factor, GM-CSF), llamadas bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs) [58,72,73]. 
Luego del sacrificio de los animales, se extrajeron ambas tibias y fémures, se 
aislaron células MO y los glóbulos rojos fueron lisados a temperatura ambiente 
mediante procedimientos estándar empleando un búfer hipotónico (150 mM NH4Cl, 10 
mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.40; todos de Biopack, Argentina) [74]. A 
continuación, 2.0-4.0 × 106 células MO fueron cultivadas en placas de Petri estériles 
con 10-20 mL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 completo 
(RPMIc) conteniendo 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 100 IU/mL de penicilina, 
100 µg/mL de estreptomicina, 300 µg/mL de L-glutamina, 10 mM de ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfónico (HEPES) y 50 µM de 2-mercaptoetanol (todos 
de Gibco -EE.UU.-, con excepción del SFB: Natocor -Argentina-, Gibco -EE.UU.- ó 
Hyclone -EE.UU.-), más un 10 % (v/v) de medio condicionado con GM-CSF 
(preparado en nuestro laboratorio con GM-CSF presente en sobrenadante de cultivo de 
células J588L transfectadas con el gen codificante para dicho factor estimulante de 
colonias) [73]. Las células fueron cultivadas durante 6 a 8 d en RPMIc a 37 ºC y 5 % 
CO2 antes de realizar los experimentos de estimulación [58]. 
Los precursores de MO de animales genéticamente modificados (hSIGN, 
MyD88-/-, MR-/-, hSIGN × MyD88-/- y hSIGN × MR-/-) también fueron empleados para 
la generación de BM-DCs, siguiendo el mismo procedimiento [58]. 
 
2.1. Estimulación in vitro y análisis de DCs 
Células dendríticas inmaduras derivadas de precursores de MO (BM-DCs, 4.0 × 
105 DCs/mL; 100 µL) fueron estimuladas por 0, 6, 12, 24 y 48 h (37 ºC, 5 % CO2) con 
igual volumen de Ef∅ (multiplicity of infection -MOI- bacteria:DC 1:1, 10:1 y 100:1) o 
con lipopolisacárido purificado de Escherichia coli O111:B4 (LPS 1 µg/mL; Sigma-
Aldrich, EE.UU.). Un período de 24 h de estimulación fue seleccionado como el más 
apropiado. La misma cantidad de DCs fueron estimuladas durante 24 h (37 ºC, 5 % 
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CO2) con igual volumen de paredes bacterianas (1, 10, 100 y 1,000 µg/mL), lisados 
bacterianos solubles (1, 10, 100 y 1,000 µg de proteínas totales/mL) o LTA purificado 
(1, 10, 100 y 1,000 µg/mL) [58]. 
Luego de la estimulación, los sobrenadantes de cultivo fueron recolectados y 
almacenados a -80 ºC hasta que diferentes citoquinas fueron evaluadas por ELISA (IL-
6, TNFα, IL-12p40 e IL-10; BD Biosciences, EE.UU.). Las DCs estimuladas fueron 
lavadas y resuspendidas empleando PBS estéril y frío adicionado con 5 mM de EDTA 
(5-10 min en hielo), y marcadas para análisis por citometría de flujo: CD11c-APC 
(HL3), Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, 
MHC) de clase II (I-E[k])-PE (14-4-4S), CD80-FITC (16-10A1), CD40-PE (3/23) y 
CD83-PE (Michel-19) (todos de BD Biosciences, EE.UU.) [58]. 
La estimulación y el análisis de DCs diferenciadas a partir de precursores de MO 
de ratones genéticamente modificados (hSIGN, MyD88-/-, MR-/-, hSIGN × MyD88-/- y 
hSIGN × MR-/-) fueron realizados según lo descripto anteriormente [58]. 
 
2.2. Co-cultivo de DCs y células T bajo estimulación con E. faecalis CECT7121 
Las DCs fueron generadas según el protocolo previamente descripto, empleando 
precursores de MO de ratones wild-type y MyD88-/-. Al día 7 de cultivo, 2.5 × 104 DCs 
fueron incubadas con 30 µg/mL de ovoalbúmina (OVA, grado VI; Sigma-Aldrich, 
EE.UU.) por 2-3 h, luego lavadas y finalmente incubadas con diferentes MOI de Ef∅ 
durante toda la noche. A continuación, las DCs estimuladas fueron lavadas y co-
cultivadas por 4 d a 37 ºC y 5 % CO2 con 5.0-10.0 × 104 linfocitos T CD4+ provenientes 
de animales OT-II. Las células T CD4+ fueron enriquecidas por separación “negativa” 
empleando partículas magnéticas del kit Dynabeads Untouched Mouse CD4 Cells 
(Invitrogen, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Al día 4, suspensiones 
celulares (5.0-10.0 × 106 células) fueron estimuladas durante 6 h con 0.1 µg/mL de 
forbol 12-miristato 13-acetato (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) y 1 µg/mL de 
Ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich, EE.UU.); 3 µg/mL de Brefeldin A (eBiosciences, 
EE.UU.) fueron agregados durante las últimas 2 h de incubación, previo a la marcación 
de CD4 e IFNγ y la adquisición de los datos [58]. Para la marcación intracelular de IFNγ, 
las células fueron teñidas empleando CD4-APC (GK1.5), CD8α-eFluor 450 (53-6.7) e 
IFNγ-PE (XMG1.2), todos de eBioscience (EE.UU.). 
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2.3. Estimulación in vivo por DCs pulsadas con E. faecalis CECT7121 
Aproximadamente 4.0 × 106 de DCs inmaduras (ratones C57BL/6 wild-type) 
fueron estimuladas in vitro con RPMIc o Ef∅ (MOI 10:1). Luego de 18 h de 
incubación, las células estimuladas fueron lavadas con PBS estéril y 5.0 × 105 DCs en 
100 µL fueron inyectadas intraperitonealmente (i.p.) en ratones C57BL/6 naïve [58,75]. 
Luego de 7 d de la inoculación, los animales fueron sacrificados, los bazos 
removidos y 1.0 × 106 células esplénicas fueron cultivadas en presencia de RPMIc o 
Ef∅ (MOI 10:1) durante 72 h. Diferentes citoquinas (IFNγ, IL-13 e IL-10) fueron 
medidas por ELISA en los sobrenadantes de cultivo, según lo descripto previamente 
[58,76-78]. 
	 41	
3. MACRÓFAGOS 
 
3.1 Cultivo de Macrófagos murinos RAW 264.7 
Con el fin de analizar la estimulación de E. faecalis CECT7121 sobre 
macrófagos (Mac), se realizaron cultivos de la línea celular murina RAW 264.7 [79,80]. 
Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEMc) 
suplementado con 10 % (v/v) de SFB, 100 IU/mL de penicilina, 100 µg/mL de 
estreptomicina, 300 µg/mL de L-glutamina, 10 mM de HEPES y 50 µM de 2-
mercaptoetanol (todos de Gibco, EE.UU., con excepción del SFB: Natocor, Argentina). 
En los experimentos de estimulación in vitro, 4.0 × 105 Mac/mL (100 µL) fueron 
estimulados por 0, 6, 12, 24 y 48 h (37 ºC, 5 % CO2) con E. faecalis CECT7121 (Ef∅ 
MOI bacteria:Mac 1:1, 10:1 y 100:1), E. faecalis DS16 o lipopolisacárido purificado de 
E. coli O111:B4 (LPS 1 µg/mL; Sigma-Aldrich, EE.UU.). Los períodos de 12 y 24 h de 
estimulación fueron seleccionados como los más apropiados para la comparación entre 
cepas bacterianas. 
Luego de la estimulación, los sobrenadantes de cultivo fueron recolectados y 
almacenados a -80 ºC hasta que diferentes citoquinas fueron evaluadas por ELISA (IL-
6, TNFα, IL-12p40 e IL-10; BD Biosciences, EE.UU.). 
 
3.2 Análisis de la activación de la vía de señalización intracelular que involucra al 
factor de transcripción NFAT 
Para llevar a cabo los estudios de activación de NFAT, células macrofágicas de 
la línea RAW 264.7 fueron crecidas en placas estériles de 6 pocillos y cultivadas in 
vitro con medio de cultivo DMEM sin suplementación con SFB durante 16 h previo a la 
estimulación (1.0 × 106 Mac/mL, 1 mL, 37 ºC y 5 % CO2). A continuación, las células 
fueron expuestas al vehículo o al inhibidor (Ciclosporina A -CsA-, 200 ng/mL; 
Molecular Bio Products, EE.UU.) por 1 h y luego tratadas con los estímulos 
correspondientes: E. faecalis CECT7121 o E. faecalis DS16 inactivadas por calor y en 
MOIs 1:1, 10:1 y 100:1 (1 h, 37 ºC, 5 % CO2). 
Luego de cumplido el tiempo de estimulación, extractos proteicos celulares 
totales fueron obtenidos según protocolos estándar [81,82] y la concentración proteica fue 
determinada por el método de Bradford [82,83]. Los extractos totales fueron hervidos en 
búfer Laemmli y luego 25 µg de la mezcla proteica fueron resueltos por electroforesis 
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en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-poliacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE; Bio-Rad, EE.UU.) al 10 %, bajo condiciones reductoras (empleando 2-
mercaptoetanol; Sigma-Aldrich, EE.UU.) [81,82]. Las proteínas fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa (Pharmacia Biotech, EE.UU.) que luego fueron bloqueadas 
durante toda la noche a 4 ºC en búfer Tris (50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7.40) más 
0.1 % (v/v) de Tween-20 (TBST) conteniendo 5 % (p/v) de leche descremada. Las 
membranas bloqueadas fueron incubadas toda la noche a 4 ºC con un anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-NFATc1 (clon 7A6; Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.). 
Finalmente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4 ºC con un anticuerpo 
secundario marcado con la enzima Peroxidasa y detectados con el reactivo ECL 
Western Blotting Analysis Kit (Pierce, EE.UU.) siguiendo el protocolo establecido por 
el fabricante del kit [82]. Los resultados fueron analizados cuali- y cuantitativamente, 
evaluando la presencia e intensidad de las bandas proteicas específicas y relativizando 
dicho valor a los controles basales (software Image J; National Institutes of Health, 
EE.UU.) [82]. 
 
3.3 Obtención de Macrófagos Peritoneales y estimulación in vitro 
Para los experimentos de estimulación in vitro, se obtuvieron macrófagos 
peritoneales provenientes de ratones BALB/c vírgenes. El protocolo de obtención de 
estas células comenzó con la inoculación i.p. de 5 mL de solución fisiológica estéril, 
empleando una aguja fina (25G). Luego de un masaje abdominal gentil durante 1-3 min, 
se procedió a obtener el exudado peritoneal mediante una punción con una aguja gruesa 
(20G), recolectando por goteo la suspensión celular en un tubo estéril mantenido en 
hielo. Las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 200 g durante 10 min, y el 
sedimento fue re-suspendido en 2 mL de medio de cultivo RPMI suplementado con 5 % 
(v/v) de SFB. A continuación, se ajustó la concentración celular mediante recuento en 
cámara de Neubauer, y 5.0 × 105 células fueron incubadas durante 2-3 h a 37 ºC y 5 % 
CO2 (etapa de “adhesión”). Luego de remover las células no adheridas mediante 2-3 
lavados con PBS estéril, se agregaron los diferentes estímulos (Basal, RPMIc; LPS, 
control positivo; MOIs 1:1, 10:1 y 100:1) y se incubaron las células durante 24 h (37 ºC 
y 5 % CO2). Finalmente, se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se analizaron 
diferentes citoquinas (IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10) mediante ELISA (BD 
Biosciences, EE.UU.) [54]. 
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4. INMUNOMODULACIÓN 
 
Los probióticos tienen la capacidad de modular la respuesta inmunológica, no 
sólo a nivel local en la inmunidad de mucosas del tracto gastrointestinal sino también a 
nivel sistémico [49,84]. Durante el presente trabajo de Tesis Doctoral, diferentes análisis 
fueron realizados sobre distintas poblaciones celulares del sistema inmune para poder 
evidenciar modificaciones en la respuesta inmunitaria debidas al tratamiento con la cepa 
probiótica E. faecalis CECT7121. 
 
4.1. Inmunización intragástrica con E. faecalis CECT7121 
Para los estudios de inmunomodulación in vivo, suspensiones viables de E. 
faecalis CECT7121 fueron preparadas en una concentración de 3.0 × 108 CFU/mL en 
PBS estéril. Ratones BALB/c hembras (n = 5 animales/jaula) fueron inoculados 
intragástricamente (i.g.) con PBS estéril (0.2 mL/ratón; grupo PBS) o una suspensión 
viable de E. faecalis CECT7121 (3.0 × 108 CFU/mL, 0.2 mL/ratón; grupo EF) 
empleando una cánula rígida de acero inoxidable (20G × 1.5” con punta esférica de 2.25 
mm; Thomas Scientific, EE.UU.). Las inoculaciones fueron realizadas durante 3 días 
consecutivos, según se ha descripto previamente [54,58]. Los animales fueron sacrificados 
y analizados en los días 4 y 11 post-última inoculación. La administración i.g. de E. 
faecalis CECT7121 no causó daños físicos en los animales tratados; ninguno de los 
ratones murió a causa del tratamiento con el probiótico, ni mostraron signos de 
enfermedad como pérdida de peso, apatía, temblores o movilidad restricta. Los animales 
fueron monitoreados al menos dos veces al día durante el tratamiento. 
 
4.2. Cultivos de células de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos 
Para estimulaciones ex vivo, los animales pertenecientes a los distintos grupos 
experimentales fueron sacrificados y fueron removidos en forma aséptica el bazo y los 
ganglios linfáticos mesentéricos (GLMs). Luego de la ablación, los órganos 
mencionados fueron cortados en pedazos y las suspensiones celulares resultantes fueron 
pasadas a través de una malla de nylon (200 µm). Las células fueron centrifugadas (10 
min, 200 g, 4 ºC) y los sedimentos fueron lavados con PBS estéril. Luego de la lisis de 
glóbulos rojos, las células fueron contadas en un hemocitómetro de Neubauer 
empleando la tinción vital con el colorante Azul Tripán. Se cultivaron 100 µL de una 
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suspensión de células esplénicas o GLMs (4.0 × 106 células/mL) con igual volumen de 
RPMIc solo o Ef∅ (MOI 10:1) en cuadruplicados a 37 ºC y 5 % CO2. Concanavalina A 
(ConA, 10 µg/mL, 100 µL; Vector Labs, EE.UU.) fue empleada como mitógeno. En 
cada experimento, dos cultivos celulares fueron realizados en paralelo: uno para 
analizar la proliferación celular y el otro para determinar el nivel de citoquinas en 
sobrenadantes de cultivo. Luego de 72 h, los sobrenadantes fueron recolectados y 
almacenados a -80 ºC hasta la determinación de la concentración de citoquinas (IL-2, 
IL-5, IL-6, IL-12p40, IL-13, IFNγ). Las respuestas proliferativas fueron evaluadas por 
la incorporación de [3H]-timidina (1 µCi/pocillo en 20 µL de RPMIc; PerkinElmer, 
EE.UU.) durante las últimas 18 h de cultivo, empleando un Contador de Centelleo 
Líquido 1600TR (Packard, EE.UU.). Los resultados de proliferación fueron expresados 
en promedio de cuentas por minuto (cpm) ± SEM en cuadruplicado [55,58]. 
 
4.3. Identificación de poblaciones celulares mediante citometría de flujo 
Suspensiones celulares de bazo o GLMs fueron teñidas específicamente con 
anticuerpos marcados para citometría de flujo. Los anticuerpos (y clones) empleados 
fueron los siguientes: CD3ε-APC (145-2C11), CD19-Pacific Blue (eBio1D3), CD11b-
APC.Cy7 (M1/70), CD45/B220-PE (RA3-6B2), CD4-eFluor 450 (RM4-5), CD4-APC 
(GK1.5), CD8α-eFluor 450 (53-6.7), Forkhead box P3 (FoxP3)-PE (FJK-16s), CD11b-
eFluor 450 (M1/70) y Gr-1-Alexa647 (RB6-8C5), todos de eBioscience (EE.UU.); 
CD11c-Texas Red (N418) de Life Technologies (EE.UU.); y Ly6C-PE.Cy7 (HK1.4) de 
BioLegend (EE.UU.) [58]. 
Para el protocolo estándar de marcación, aproximadamente 1.0 × 106 células 
fueron lavadas con PBS y teñidas con LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit 
(Invitrogen, EE.UU.) para excluir células muertas. Luego, las suspensiones celulares 
fueron lavadas con PBS e incubadas en búfer de marcación (PBS adicionado con 0.25 
% (p/v) seroalbúmina bovina (bovine seroalbumin, BSA; Sigma-Aldrich, EE.UU.) y 2 
mM de EDTA) conteniendo Fc-block (αCD16/32, 2.4G2) durante 10 min en hielo. Las 
células fueron marcadas con los anticuerpos específicos. En la mayoría de los casos, la 
marcación fue realizada durante 20-30 min y posteriormente fijadas con 2 % de 
paraformaldehído (PFA) en PBS durante 20 min, manteniendo las suspensiones siempre 
en hielo. La marcación intracelular de FoxP3 fue realizada luego de fijar y 
permeabilizar las células con FoxP3 Fixation/Permeabilization Kit (eBioscience, 
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EE.UU.). Para la marcación intracelular de IFNγ, las suspensiones celulares (5.0-10.0 × 
106 células) fueron re-estimuladas con PMA + Ionomicina según el protocolo descripto 
previamente. Posteriormente, las suspensiones fueron teñidas para la exclusión de 
células muertas, luego lavadas con búfer de permeabilización PBA-S (PBA más 0.5 % 
de saponina; Sigma-Aldrich, EE.UU.) y finalmente marcadas específicamente durante 
20 min en hielo [58]. 
Las muestras fueron almacenadas a 4 ºC y los datos adquiridos en los citómetros 
de flujo BD FACSAria II (BD Biosciences, EE.UU.) o CyAn ADP (Beckman Coulter, 
Inc., EE.UU.). Los datos fueron analizados empleando el software FlowJo versión 9.3.2 
(Tree Star, Inc., EE.UU.). Marcaciones simples y controles de “fluorescencia menos 
uno” fueron empleados para una correcta selección y compensación. La unión no 
específica fue estimada empleando controles de isotipo y los agregados celulares fueron 
excluidos según el SSC-W. Los resultados cuantitativos fueron expresados como 
porcentaje promedio ± SEM [58]. 
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5. INMUNIDAD ANTI-TUMORAL 
 
Diversas publicaciones actuales han evidenciado que algunas especies de 
bacterias intestinales pueden modular las respuestas inmunes anti-tumorales y los 
diferentes puntos de bloqueo terapéutico [85-88]. Los resultados en esta área pueden 
demostrar que la provisión de un probiótico puede mejorar las respuestas anti-tumorales 
ejercidas por las nuevas terapéuticas inmunomodulatorias. Sin embargo, aún continúan 
siendo necesarios estudios que clarifiquen los mecanismos de acción de los 
microorganismos intestinales como agentes inmunomoduladores en respuestas anti-
tumorales [88]. En este contexto, en el presente trabajo de Tesis Doctoral evaluamos el 
rol del probiótico E. faecalis CECT7121 en diferentes modelos tumorales. 
 
5.1. Efectos anti-tumorales de E. faecalis CECT7121 sobre células del linfoma T 
murino LBC 
LBC es una línea celular pobremente inmunogénica derivada de un linfoma a 
células T murino desarrollado espontáneamente, que crece progresivamente y de forma 
agresiva en hospedadores singenéicos (ratones BALB/c) generando tumores sólidos o 
ascíticos. Las línea celular LBC expresa el siguiente fenotipo: Thy+, CD3-, CD25+, 
MHC-I+, MHC-II-, CD4+, CD8+, gp70-, J11d.2+. La inoculación intraperitoneal de 
células LBC provoca un crecimiento rápido y progresivo del tumor, invadiendo bazo, 
ganglios linfáticos e hígado, y generando la muerte de los animales inyectados en 21 d 
[56,89-91]. 
Las células LBC fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado (RPMIc) 
con 2 mmol/L de L-glutamina, 20 mmol/L de HEPES, 100 IU/mL de penicilina, 150 
µg/mL de estreptomicina (Gibco, EE.UU.), 50 µmol/L de 2-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) y 10 % (v/v) de SFB (Natocor, Argentina). Las células LBC fueron 
estudiadas entre los pasajes 100 y 130. 
Para estudios in vivo, las suspensiones celulares LBC (2.0 × 106 células/mL) 
fueron preparadas en PBS estéril. Para estudios in vitro, las células LBC fueron 
estimuladas con microorganismos inactivados por calor (80 ºC, 1 h) y resuspendidos en 
RPMIc; la muerte bacteriana fue corroborada con controles de crecimiento en TSA. 
En los estudios de inhibición de la proliferación celular, las células LBC (5.0 × 
105 células/mL, 100 µL) fueron incubadas (37 ºC, 5 % CO2, 48 h) por cuadruplicado en 
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placas estériles de 96 pocillos con el mismo volumen de RPMIc, suspensiones 
bacterianas inactivadas por calor (MOI bacteria:LBC 10:1, 100:1, 1,000:1 y 10,000:1) o 
pared bacteriana purificada (5, 50 y 500 µg). Como controles de inhibición se 
emplearon dimetil-sulfóxido (DMSO 5 % (v/v); Mallinckrodt, EE.UU.) o LPS 
purificado de E. coli O111:B4 (1 µg/mL; Sigma-Aldrich, EE.UU.). La proliferación 
celular fue evaluada midiendo la incorporación de [3]H-timidina según el protocolo 
anteriormente descripto. Los resultados fueron expresados en promedio de cpm ± SEM. 
Los porcentajes de inhibición de la proliferación fueron determinados respecto al 
promedio de las proliferaciones basales intra-ensayo [56]. 
 
5.2. Estudios in vivo de protección anti-tumoral por E. faecalis CECT7121 
Con la intención de estudiar la protección anti-tumoral ejercida in vivo por E. 
faecalis CECT7121, se estudiaron los fenómenos desencadenados por la inoculación 
i.p. de la bacteria probiótica en ratones BALB/c. Para estos estudios, las suspensiones 
viables de E. faecalis CECT7121 fueron preparadas en PBS estéril en las 
concentraciones 5.0 × 107, 5.0 ×109, 5.0 × 1010 y 5.0 × 1011 CFU/mL, y fueron 
inoculadas por ruta i.p. (500 µL) en única dosis. Se registró la sobrevida de dichos 
animales por 10 días, y se definió la concentración de bacterias a emplear en los 
ensayos de protección anti-tumoral en base a los resultados obtenidos y a la bibliografía 
antecedente: 5.0 × 108 CFU/mL (500 µL) [56]. En un ensayo piloto, se evaluaron los 
cambios en las poblaciones celulares generales de la cavidad peritoneal luego de la 
inoculación i.p. de las 5 cepas bacterianas en estudio (n = 12/bacteria; control PBS, n = 
21), empleando citometría de flujo; los anticuerpos (y clones) utilizados fueron: CD3ε-
APC (145-2C11), CD4-FITC (RM4-5), CD8α-PE.Cy7 (53-6.7) y CD19-FITC (1D3), 
todos de BD Biosciences (EE.UU.). 
 
Para los estudios de protección anti-tumoral se emplearon 4 grupos de animales 
(n = 10 ratones/grupo): Control, E. faecalis CECT7121, E. faecalis DS16 y M. luteus 
CCA45. Las distintas cepas bacterianas fueron elegidas debido a las diferencias entre la 
composición de sus paredes bacterianas y a los resultados obtenidos in vitro e in vivo. 
Dichos grupos fueron pre-tratados i.p. con 500 µL de PBS (Control) o suspensiones 
viables de 5.0 × 108 CFU/mL de las cepas bacterianas correspondientes (día -1). Al día 
siguiente (día 0), fueron inoculados i.p. con 2.0 × 106 LBC/mL (500 µL; viabilidad 84 y 
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92 %). Al día 10, todos los animales fueron tratados con un refuerzo i.p. del tratamiento 
correspondiente (PBS o suspensión bacteriana viable). La condición de los animales fue 
monitoreada durante 50 d, y las muertes fueron registradas diariamente [56]. 
 
5.3. Efectos anti-tumorales de E. faecalis CECT7121 sobre células tumorales 
humanas 
5.3.1. Raji 
La línea celular Raji (ATCC CCL-86) fue establecida por R. J. V. Pulverlaft en 
el año 1,963 a partir de un linfoma de Burkitt del maxilar izquierdo de un niño de 11 
años [92]. Estas células linfoblastoideas presentan características de linfocito B con un 
cariotipo estable de 46 cromosomas, y han sido ampliamente empleadas en 
investigación científica. 
Las células Raji fueron cultivadas en medio RPMIc y utilizadas entre los pasajes 
5 y 10. En los estudios de proliferación celular se siguió el mismo protocolo utilizado 
para la línea celular murina LBC; células Raji (5.0 × 105 células/mL, 100 µL) fueron 
incubadas (37 ºC, 5 % CO2, 48 h) con igual volumen de suspensiones bacterianas 
inactivadas por calor en MOIs bacteria:Raji 100:1, 1,000:1 y 10,000:1, paredes 
bacterianas purificadas en concentraciones de 5, 50 y 500 µg, y controles de inhibición 
de proliferación DMSO 5 % (v/v) o LPS purificado de E. coli O111:B4 1 µg/mL. Los 
resultados fueron expresados en promedio de cpm ± SEM. Los porcentajes de 
inhibición de la proliferación fueron determinados respecto al promedio de las 
proliferaciones basales intra-ensayo [56]. 
 
5.3.2. PL104 
La línea celular PL104 fue establecida en el Laboratorio de Inmunología 
Tumoral dirigido por la Prof. Dra. Élida M.C. Álvarez (IDEHU, CONICET-UBA, 
Argentina), a partir de un aspirado de médula ósea de una paciente femenina de 14 años 
con una leucemia mieloide aguda atípica según la clasificación “Franco-Américo-
Británica” [93]. La mayoría de las células PL104 presentan un cariotipo de 46 
cromosomas y un fenotipo característico de linfocitos B maduros, detectándose la 
expresión de CD19, CD20, CD22, CD79a, CD38, HLA-DR y CD45, además de 
inmunoglobulinas µ/λ en su superficie y la expresión aberrante del marcador CD71. 
Estas células no expresan marcadores de linaje mielo-monocítico como MPO, CD33, 
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CD117, CD11b, CD13, CD14 y CD15, ni antígenos relacionados con el grado de 
diferenciación y maduración como el CD34 o el CD10. Las células de la línea PL104 
están infectadas con el virus de Epstein Barr [93]. 
Las células PL104 fueron cultivadas en medio RPMIc y utilizadas entre los 
pasajes 35 y 45, siguiendo los mismos protocolos que los indicados anteriormente. En 
los estudios de proliferación celular (5.0 × 105 células/mL, 100 µL, 37 ºC, 5 % CO2, 48 
h), las suspensiones bacterianas inactivadas por calor se emplearon en MOI 
bacteria:PL104 100:1, 1,000:1 y 10,000:1, las paredes bacterianas purificadas en 
concentraciones de 5, 50 y 500 µg, y los controles de inhibición de proliferación 
emplearon DMSO 5 % (v/v) o LPS purificado de E. coli O111:B4 1 µg/mL. Los 
resultados fueron expresados en promedio de cpm ± SEM. Los porcentajes de 
inhibición de la proliferación fueron determinados respecto al promedio de las 
proliferaciones basales intra-ensayo [56]. 
Con el fin de estudiar los mecanismos anti-proliferativos ejercidos por E. 
faecalis CECT7121 sobre las células PL104, se realizaron estudios de interacción entre 
el lisado soluble del probiótico y una droga de acción conocida que inhibe la activación 
del factor de transcripción NF-κB: el feniletilester de ácido cafeico (caffeic acid 
phenylethyl ester, CAPE). Dicha droga es un compuesto polifenólico biológicamente 
activo derivado del propóleo que ha demostrado tener propiedades biológicas 
interesantes que incluyen efectos anti-oxidantes, anti-inflamatorios, anti-virales, anti-
bacterianos, anti-fúngicos, inmunoestimulantes, anti-angiogénicos, anti-invasivos, anti-
tumorales y anti-metastásicos [93]. Así, los efectos anti-proliferativos de la combinación 
del lisado soluble de E. faecalis CECT7121 y CAPE sobre las células PL104 fueron 
analizados a través de la confección de un isobolograma [70,71,94]. En este contexto, se 
incubaron células PL104 con lisado soluble de E. faecalis CECT7121 y CAPE, por 
separado y en combinación: 
1. Se estudió el efecto anti-proliferativo del lisado soluble de E. faecalis CECT7121 
sobre células PL104 en concentraciones de proteínas de 0.001, 0.01, 0.1, 1, 2.5, 5, 
10, 20, 50, 100 y 200 µg; se determinó la “dosis efectiva 50 %” (DE50 EF). 
2. Se analizó el efecto anti-proliferativo de CAPE en cultivos de PL104 a 
concentraciones de 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 y 20 µg; se 
determinó la DE50 CAPE. 
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3. Se probaron combinaciones de lisado soluble de E. faecalis CECT7121 (Ef) y 
CAPE en una relación (ratio) determinada (1.27:1), con las siguientes 
concentraciones: 0.065 µg Ef + 0.051 µg CAPE, 0.13 µg Ef + 0.103 µg CAPE, 
0.26 µg Ef + 0.205 µg CAPE, 0.52 µg Ef + 0.41 µg CAPE, 1.04 µg Ef + 0.82 µg 
CAPE, 2.08 µg Ef + 1.64 µg CAPE y 4.16 µg Ef + 3.28 µg CAPE; se determinó la 
DE50 de la combinación Ef+CAPE. 
4. Se graficó un “isobolograma” con los resultados obtenidos, y se determinó la 
interacción entre el lisado soluble de E. faecalis CECT7121 y CAPE [70,71]. 
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R E S U L T A D O S  
 
1. GENERALIDADES 
 
1.1. Enterococcus faecalis CECT7121 y bacterias control 
1.1.1. Preparación de suspensiones bacterianas 
La cepa probiótica E. faecalis CECT7121 y las bacterias control empleadas 
durante el presente trabajo de Tesis Doctoral fueron cultivadas previo a cada 
experimento. Los cultivos fueron sometidos rutinariamente a diversos controles de 
identidad y contaminación, observándose diversas características que permitieron 
diferenciar cada cepa estudiada [Tabla 2]. 
 
 Ef CECT7121 Ef ATCC29212 Ef DS16 Ef CEB149 Ml CCA45 
Morfología y tinción 
de Gram 
CGP en cadena 
CGP en 
tétradas 
Reacción de catalasa Negativa Positiva 
Hemólisis de sangre 
humana al 5 % 
γ β β γ γ 
Actividad de PYRasa Positiva ND 
S 
AMP, GEN, 
STR, VAN 
AMP, GEN, 
STR, VAN 
AMP, GEN, 
STR, VAN 
AMP, GEN, 
STR, VAN Antibiograma 
R ERY ERY ERY ERY 
ND 
Morfología en agar 
cromogénico 
Colonias pequeñas rosadas ND 
Tabla 2. Controles bacteriológicos. Las 5 cepas bacterianas fueron rutinariamente 
testeadas para controlar identidad, contaminación e inactivación. CGP, cocos Gram-
positivos; PYRasa, l-pirrolidonilarilamidasa; ND, no dosada; S, sensibilidad; R, 
resistencia; AMP, ampicilina 10 µg; ERY, eritromicina 15 µg; STR, estreptomicina 
300 µg; VAN, vancomicina 30 µg; GEN, gentamicina 120 µg. 
 
1.1.2. Preparación de fracciones sub-celulares 
Para ampliar el estudio sobre el probiótico E. faecalis CECT7121, se obtuvieron 
fracciones sub-celulares para ser empleadas como estímulos antigénicos in vitro. Las 
fracciones “pared celular” y “lisado soluble” de E. faecalis CECT7121 y las cepas 
control presentaron características tanto comunes como distintivas, por SDS-PAGE y 
por Western Blotting [Figura 7]. La fracción de LTA fue caracterizada por Western 
Blotting [Figura 8]. 
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Figura 7. [A] SDS-PAGE de los lisados bacterianos analizados. MPM, 
marcadores de peso molecular; 1, Ef CECT7121; 2, Ef ATCC29212; 3, Ef DS16; 4, 
Ef CEB149; 5, Ml CCA45. [B] Western Blot de las paredes bacterianas 
analizadas. 1, Ef CECT7121; 2, Ef ATCC29212; 3, Ef DS16; 4, Ef CEB149; 5, Ml 
CCA45. 
 
 
Figura 8. Western Blot de los ácidos lipoteicoicos (LTA) purificados de E. 
faecalis CECT7121. 1, Pared bacteriana de Ef CECT7121; 2, LTA purificado de Ef 
CECT7121 (gel al 15 %). 
 
Como herramienta de laboratorio, se desarrolló un suero de conejo específico 
contra E. faecalis CECT7121 [Figura 9]. 
 
Figura 9. Titulación de suero de conejo específico contra E. faecalis CECT7121. 
Determinación de EC50 por ELISA, de dos animales diferentes (JN y JL). 
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2. CÉLULAS DENDRÍTICAS 
 
 Las células dendríticas (DCs) son consideradas como fundamentales en el 
orquestado de la respuesta inmune [36]. 
 
2.1. Estimulación in vitro y análisis de DCs 
Se estudió la influencia de la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 sobre la 
activación y maduración de esta población celular. La estimulación in vitro de las DCs 
mostró un comportamiento cinético, detectándose tanto la producción de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNFα e IL-12p40) como anti-inflamatorias (IL-10) [Figura 10]. 
Como era esperado, la cinética de producción de citoquinas pro-inflamatorias antecedió 
a la generación de interleuquinas anti-inflamatorias, observándose en el primer caso un 
pico de liberación a las 12 h de cultivo mientras que en el segundo caso la producción 
alcanzó un máximo a las 24 h. 
 
Figura 10. Activación de DCs in vitro con E. faecalis CECT7121 y producción 
de citoquinas pro- y anti-inflamatorias. Cinética de producción de IL-6, TNFα, 
IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas con E. faecalis CECT7121 en tres MOIs 
diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; LPS, control positivo. 
 
Asimismo, la estimulación de DCs con E. faecalis CECT7121 presentó un 
comportamiento dosis-dependiente en las MOIs empleadas [Figura 11]. 
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Figura 11. Estimulación in vitro de DCs con E. faecalis CECT7121. Análisis de 
la producción de IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas in vitro 
durante 24 h con la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 en cuatro MOIs 
diferentes: 0.1:1, 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; LPS, control positivo. ANOVA 
paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
Al analizar la activación de las DCs por la cepa probiótica E. faecalis 
CECT7121, se observó un incremento en el porcentaje de células dendríticas maduras 
MHC-II++ [Figura 12]. En línea con este resultado, se detectó un aumento en la 
expresión de las moléculas co-estimulatorias CD40 y CD80 [Figura 13]; también se 
observó un aumento en la expresión de CD83 (datos no mostrados). 
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Figura 12. Maduración de DCs estimuladas in vitro con E. faecalis CECT7121. 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de moléculas de superficie MHC-II, 
CD80 y CD40 luego de la estimulación de DCs durante 24 h con tres MOIs 
diferentes de la cepa probiótica: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc. 
 
 
Figura 13. Comparación estadística de la activación de DCs y la expresión de 
MHC-II, CD80 y CD40. Determinación de la “intensidad media de fluorescencia 
relativa” (relative mean fluorescence intensity, rMFI) para las moléculas MHC-II, 
CD80 y CD40 expresadas por DCs estimuladas in vitro durante 24 h con cuatro 
MOIs diferentes de E. faecalis CECT7121: 0.1:1, 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc. 
ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Basal) 
para MHC-II y CD40. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Basal) para CD80. 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
En comparación con el probiótico E. faecalis CECT7121, las demás cepas 
bacterianas analizadas en el presente trabajo demostraron características similares de 
cinética de producción [Figura 14] y dosis-dependencia [Figura 15] de todas las 
citoquinas testeadas. Al comparar la producción de las citoquinas estudiadas (MOI 10:1, 
estimulación durante 24 h), se observaron diferencias significativas en los niveles de 
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producción de TNFα e IL-10 entre algunas cepas control y E. faecalis CECT7121, sin 
detectarse diferencias significativas en IL-6 e IL-12p40 [Figura 16]. 
 
Figura 14. Activación de DCs in vitro con E. faecalis CECT7121 y las cepas 
control, y producción de citoquinas pro- y anti-inflamatorias. Producción 
cinética de IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas con E. faecalis 
CECT7121 y las cepas control E. faecalis ATCC29212, E. faecalis DS16, E. 
faecalis CEB149 y M. luteus CCA45 en tres MOIs diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. 
Basal, RPMIc; LPS, control positivo. 
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Figura 15. Estimulación in vitro de DCs con las cepas control. Análisis de la 
producción de IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas in vitro durante 
24 h con las cepas control E. faecalis ATCC29212, E. faecalis DS16, E. faecalis 
CEB149 y M. luteus CCA45 en tres MOIs diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, 
RPMIc; LPS, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figura 16. Comparación estadística de la estimulación in vitro de DCs con E. 
faecalis CECT7121 y las bacterias control. Análisis de la producción de IL-6, 
TNFα, IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas in vitro durante 24 h con MOI 10:1. 
Basal, RPMIc; LPS, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, 
test de comparaciones múltiples de Dunn (versus Ef CECT7121). 
ns no significativo; * p < 0.05. 
 
Con respecto a las moléculas involucradas en el reconocimiento y activación de 
las DCs, los cultivos diferenciados a partir de precursores de ratones genéticamente 
modificados demostraron la importancia de la proteína MyD88 en la estimulación de 
DCs. La expresión de DC-SIGN humano o la desaparición de MR parece no haber 
condicionado la capacidad de activación de DCs con la cepa probiótica E. faecalis 
CECT7121. Estos resultados se observan tanto en la expresión de moléculas 
presentadoras de antígenos y co-estimulatorias, como en la producción de las citoquinas 
IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 [Figuras 17 y 18]. 
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Figura 17. Estimulación in vitro con E. faecalis CECT7121 y maduración de 
DCs generadas a partir de precursores de ratones C57BL/6 wild-type y 
genéticamente modificados: hSIGN, MyD88-/-, MR-/-, hSIGN ×  MyD88-/- y 
hSIGN ×  MR-/-. Análisis por citometría de flujo de la expresión de moléculas de 
superficie MHC-II, CD80 y CD40 luego de la estimulación de DCs durante 24 h con 
tres MOIs diferentes de la cepa probiótica: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc. 
 
 
Figura 18. Estimulación in vitro de DCs genéticamente modificadas con E. 
faecalis CECT7121. Análisis de la producción de IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 
por DCs C57BL/6 wild-type, hSIGN, MyD88-/-, MR-/-, hSIGN × MyD88-/- y hSIGN 
× MR-/- estimuladas in vitro durante 24 h con la cepa probiótica E. faecalis 
CECT7121 en tres MOIs diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; LPS, control 
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positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de comparaciones 
múltiples de Dunn (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
En un intento de dilucidar los mecanismos de activación inducidos por E. 
faecalis CECT7121, se aislaron diversos componentes bacterianos y se emplearon como 
antígenos estimulantes de las DCs in vitro. Tanto la pared bacteriana como el lisado 
soluble de E. faecalis CECT7121 estimularon la maduración de las DCs en cultivo, 
promoviendo la producción dosis-dependiente de las citoquinas IL-6, TNFα, IL-12p40 
e IL-10 [Figura 19]. También aumentaron la expresión de moléculas de superficie 
MHC-II, CD40 y CD80 (datos no mostrados). En la comparación directa de los distintos 
antígenos estimulantes, se observó que existen diferencias entre los resultados obtenidos 
en las condiciones empleadas [Figura 20]. 
 
Figura 19. Estimulación in vitro de DCs con las fracciones antigénicas de E. 
faecalis CECT7121. Análisis de la activación y producción dosis-dependiente de 
IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 por DCs estimuladas in vitro durante 24 h con el 
lisado soluble y las paredes bacterianas de la cepa probiótica. Basal, RPMIc. Ef 
CECT7121, control positivo. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples 
de Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figura 20. Comparación directa de los fenómenos generados in vitro por las 
fracciones antigénicas de E. faecalis CECT7121 sobre DCs. Análisis comparativo 
de la producción de IL-6 [A], TNFα [B], IL-12p40 [C] e IL-10 [D]. Basal, RPMIc. 
Ef∅, control positivo. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de 
Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
Profundizando los estudios anteriormente descriptos, se caracterizó el rol de los 
LTA de E. faecalis CECT7121 dada su importante actividad inmunoestimulante. In 
vitro, los LTA de E. faecalis CECT7121 activaron las DCs, aumentando la expresión de 
marcadores de maduración y produciendo las citoquinas pro-inflamatorias IL-6, TNFα e 
IL-12p40; en las condiciones empleadas experimentalmente, no se detectó la 
producción de la interleuquina anti-inflamatoria IL-10 [Figura 21]. 
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Figura 21. Los LTA purificados de la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 
inducen la activación in vitro de DCs. Análisis por citometría de flujo de la 
expresión de moléculas de superficie MHC-II, CD80 y CD40 [A], y de la 
producción de las citoquinas IL-6, TNFα, IL-12p40 e IL-10 [B]. Basal, RPMIc. 
ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; *** p < 0.001. 
 
2.2. Co-cultivo de DCs y células T bajo estimulación con E. faecalis CECT7121 
Las DCs cumplen no solo un papel preponderante en la estimulación de la 
respuesta inmune innata, sino que además son las encargadas de activar y direccionar la 
inmunidad adaptativa. En este contexto, se estudió la influencia de la cepa probiótica E. 
faecalis CECT7121 sobre la activación de linfocitos T. Mediante estudios de co-cultivo, 
se observó que las DCs previamente estimuladas con el probiótico estimulan la 
proliferación de los linfocitos T CD4+ e inducen la producción de IFNγ [Figura 22]. 
 
Figura 22. Co-cultivos de linfocitos T CD4+ y DCs bajo la estimulación del 
probiótico E. faecalis CECT7121. Análisis in vitro de la influencia de las DCs 
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pulsadas con E. faecalis CECT7121 sobre la activación de los linfocitos T CD4+, su 
proliferación [A] y la producción de IFNγ [B]. Comparación entre DCs wild-type y 
MyD88-/-. Basal, RPMIc. OVA, ovalbúmina. ANOVA paramétrico, test de 
comparaciones múltiples de Dunnett (versus OVA). 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01. 
 
Al mismo tiempo, empleando DCs diferenciadas a partir de animales 
genéticamente modificados se observó que la expresión de MyD88 es fundamental para 
la activación de las DCs y la estimulación de los linfocitos T: no se observó un aumento 
en la proliferación linfocitaria ni en la producción de IFNγ en los co-cultivos que 
emplearon DCs MyD88-/- [Figura 22]. 
 
2.3. Estimulación in vivo por DCs pulsadas con E. faecalis CECT7121 
Habiendo descripto los efectos de E. faecalis CECT7121 sobre la estimulación 
in vitro de las DCs, continuamos con el análisis de las consecuencias in vivo de esta 
activación y modulación inmune. Así, se observó que la inoculación i.p. de DCs 
pulsadas con la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 en ratones naïve generó una 
acumulación sistémica de células que específicamente produjeron IFNγ (en bazo), sin 
observarse la producción específica de otras citoquinas como IL-13 o IL-10 [Figura 
23]. 
 
Figura 23. Estudio de la influencia in vivo de DCs pulsadas con E. faecalis 
CECT7121. Análisis de la producción de IFNγ [A], IL-13 [B] e IL-10 [C] en 
cultivos de esplenocitos obtenidos de animales transferidos adoptivamente con DCs 
estimuladas por E. faecalis CECT7121. Basal, RPMIc. Ef∅, estímulo específico. 
Test t no pareado de Student (versus DC). 
ns no significativo; * p < 0.05. 
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3. MACRÓFAGOS 
 
 Los macrófagos constituyen una de las principales poblaciones celulares que 
coordinan no solo la respuesta inmune innata sino también la progresión de la 
inmunidad adaptativa [8]. 
 
3.1 Cultivo de Macrófagos murinos RAW 264.7 
Con el fin de analizar la estimulación de E. faecalis CECT7121 sobre los 
macrófagos (Mac), se realizaron cultivos de la línea celular murina RAW 264.7. Debido 
a las características diferenciales que se observaron en los estudios sobre la activación 
de DCs, se decidió estudiar la influencia de la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 y 
la cepa control E. faecalis DS16. Se observó una activación dosis-dependiente de los 
Mac estimulados in vitro con ambas bacterias, estableciéndose la cinética de producción 
de IL-6 y TNFα, y detectándose en menor medida la citoquina IL-12p40 [Figura 24]; 
en las condiciones experimentales empleadas, no se detectó la producción de IL-10 
(datos no mostrados). 
 
Figura 24. Activación de Macs in vitro con E. faecalis CECT7121 y producción 
de citoquinas pro-inflamatorias. Cinética de producción de IL-6, TNFα e IL-
12p40 por Macs estimulados con E. faecalis CECT7121 en tres MOIs diferentes: 
1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; LPS, control positivo. 
 
En un análisis comparativo, se estudió la activación de RAW 264.7 con las cinco 
cepas bacterianas en estudio (MOI 10:1 y 24 h de cultivo). No se observaron diferencias 
significativas entre E. faecalis CECT7121 y las cepas control para ninguna de las 
citoquinas analizadas (IL-6, TNFα e IL-12p40) [Figura 25]. 
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Figura 25. Comparación estadística de la estimulación in vitro de Macs con E. 
faecalis CECT7121 y las bacterias control. Análisis de la producción de IL-6, 
TNFα e IL-12p40 por Macs estimulados in vitro durante 24 h con MOI 10:1. Basal, 
RPMIc; LPS, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Ef CECT7121). 
ns no significativo. 
 
3.2 Análisis de la activación de la vía de señalización intracelular que involucra al 
factor de transcripción NFAT 
Profundizando el estudio de la activación de Mac con la cepa probiótica E. 
faecalis CECT7121, se analizó la vía de señalización intracelular que involucra al factor 
de transcripción NFAT. En forma comparativa con la cepa control E. faecalis DS16, se 
observó la activación de NFAT en todas las MOIs estudiadas [Figura 26]. 
 
Figura 26. Activación del factor de transcripción NFAT en Macs estimulados in 
vitro con E. faecalis CECT7121 y E. faecalis DS16. Análisis de la defosforilación 
de NFATc1 en Macs estimulados in vitro con las bacterias estudiadas en tres MOIs 
diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. RPMI, Basal. CsA, ciclosporina A. Test t no pareado 
de Student (versus CsA). 
ns no significativo; ** p < 0.01. 
 
3.3 Obtención de Macrófagos Peritoneales y estimulación in vitro 
La población de células que habita en la cavidad peritoneal incluye en su 
mayoría a células que participan en las respuestas inmunológicas. Una de las sub-
poblaciones celulares más importante de esta cavidad es la constituida por los llamados 
“macrófagos peritoneales” (MPs), que pueden ser enriquecidos aprovechando su 
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capacidad de adhesión a los materiales plásticos de las placas de cultivo. Con la 
intención de corroborar los resultados obtenidos con la línea celular RAW 264.7 se 
repiten en cultivos primarios, se estudió también la influencia de E. faecalis CECT7121 
en cultivos de MPs. 
En primer lugar, se analizó la composición básica de las poblaciones celulares de 
la cavidad peritoneal, participantes tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa. 
Se determinó que los animales empleados en nuestros estudios presentaron un ligero 
predominio de “fagocitos” sobre “linfocitos” [Figura 27]. Dentro de la población 
linfocitaria se detectó un predominio de linfocitos B (CD19+), y en el análisis de 
linfocitos T (CD3+) predominaron los LT CD4+ sobre los LT CD8+ [Figura 27]. En 
cuanto al análisis de las DCs peritoneales (CD11c+), los ratones BALB/c naïve 
presentaron valores que oscilaron alrededor del 1.0 %, acordes a los datos descriptos en 
bibliografía. 
 
Figura 27. Composición celular básica de la cavidad peritoneal de ratones 
BALB/c naïve. Análisis por citometría de flujo empleando las características de 
FSC y SSC, y la expresión de CD3ε, CD4, CD8α y CD19. 
 
Luego del enriquecimiento de MPs, se realizó la estimulación con E. faecalis 
CECT7121 en cultivos in vitro y se analizó su activación mediante la producción de las 
citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFα; en las condiciones experimentales 
empleadas, no se lograron detectar los niveles de IL-12p40 e IL-10 (datos no 
mostrados). En coincidencia con lo observado empleando la línea celular RAW 264.7, 
la estimulación de MPs con la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 demostró una 
activación dosis-dependiente con producción de IL-6 y TNFα [Figura 28]. 
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Figura 28. Estimulación in vitro de MPs con E. faecalis CECT7121. Análisis de 
la producción de IL-6 y TNFα por MPs estimulados in vitro con la cepa probiótica 
E. faecalis CECT7121 en tres MOIs diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; 
LPS, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05. 
 
 Por su parte, las cepas control mostraron características de activación similares a 
E. faecalis CECT7121 sobre los macrófagos peritoneales, induciendo la producción 
dosis-dependiente de IL-6 y TNFα [Figura 29]. En la comparación estadística entre la 
cepa probiótica y las cepas control (MOI 10:1 y 24 h de estimulación), no se observaron 
diferencias significativas en la producción de ambas citoquinas [Figura 30]. 
 
Figura 29. Estimulación in vitro de MPs con las cepas control. Análisis de la 
producción de IL-6 y TNFα por MPs estimulados in vitro con las cepas control E. 
faecalis ATCC29212, E. faecalis DS16, E. faecalis CEB149 y M. luteus CCA45 en 
tres MOIs diferentes: 1:1, 10:1 y 100:1. Basal, RPMIc; LPS, control positivo. 
ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de comparaciones múltiples de 
Dunn (versus Basal). 
ns no significativo; * p < 0.05. 
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Figura 30. Comparación estadística de la estimulación in vitro de MPs con E. 
faecalis CECT7121 y las bacterias control. Análisis de la producción de IL-6 y 
TNFα por MPs estimulados in vitro durante 24 h con MOI 10:1. Basal, RPMIc; 
LPS, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Ef CECT7121). 
ns no significativo. 
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4. INMUNOMODULACIÓN 
 
Es importante determinar los mecanismos inmunomodulatorios desencadenados 
por microorganismos en el sistema inmune intestinal [95]. Con el fin de analizar los 
efectos in vivo de E. faecalis CECT7121, ratones BALB/c fueron inoculados por vía i.g. 
con la cepa probiótica durante 3 días consecutivos; este esquema de inmunización 
asegura la implantación de E. faecalis CECT7121 durante al menos 18 días, sin generar 
una modificación de la flora comensal. En el presente trabajo se analizaron diferentes 
parámetros inmunológicos los días 4 y 11 luego de la última inoculación, un período en 
el cual la bacteria aún permanece implantada en el intestino murino. 
 
4.1. Identificación de poblaciones celulares en ganglios linfáticos mesentéricos y 
bazo 
Luego de la inmunización, no se observaron cambios significativos en la 
celularidad total tanto en GLMs como en el bazo de animales tratados con E. faecalis 
CECT7121 comparados con el grupo control sin tratar [Tabla 3]. 
 
Cantidad total de células (×  106; media ±  SEM) 
 PBS Día 4 Día 11 
Bazo 161.50 ± 14.73 147.50 ± 12.36ns 152.90 ± 17.83ns 
GLMs 27.37 ± 2.83 30.24 ± 4.06ns 23.63 ± 1.56ns 
Tabla 3. Número de células totales en bazo y GLMs luego del tratamiento i.g. 
con E. faecalis CECT7121. El número de células totales en bazo y GLMs de los 
ratones BALB/c tratados con PBS y E. faecalis CECT7121 fueron determinados 
mediante recuento en cámara de Neubauer. Los resultados corresponden a dos 
experimentos independientes. ANOVA paramétrico, test de comparaciones 
múltiples de Dunnett (versus PBS). 
ns no significativo. 
 
Luego, se caracterizaron las diferentes poblaciones celulares por citometría de 
flujo empleando marcadores característicos de células T, B y mieloides (CD3ε, CD4, 
CD8α, CD19, CD45R/B220, CD11c, CD11b y Gr-1). No se observaron cambios en 
ninguna de las poblaciones analizadas [Tablas 4 y 5]. 
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Poblaciones celulares en bazo (%; media ±  SEM) 
 PBS Día 4 Día 11 
CD3ε+ 33.82 ± 2.85 42.97 ± 3.36ns 38.90 ± 2.90ns 
CD19+B220+ 40.32 ± 2.75 41.17 ± 4.95ns 42.68 ± 3.63ns 
CD11b+ 6.71 ± 1.14 4.45 ± 0.58ns 4.99 ± 0.80ns 
CD11c+ 1.29 ± 0.32 0.67 ± 0.04ns 1.59 ± 0.05ns 
Gr-1+ 2.22 ± 0.20 2.00 ± 0.16ns 1.74 ± 0.22ns 
Tabla 4. Poblaciones inmunes esplénicas luego del tratamiento in vivo con E. 
faecalis CECT7121. Las poblaciones celulares en el bazo de ratones control e 
inmunizados fue determinada por citometría de flujo. Los resultados corresponden a 
dos experimentos independientes. ANOVA paramétrico, test de comparaciones 
múltiples de Dunnett (versus PBS). 
ns no significativo. 
 
Células CD4 y CD8α  (%; media ±  SEM) 
  PBS Día 4 Día 11 
Bazo CD4+ 19.57 ± 1.74 21.74 ± 1.44ns 23.18 ± 1.67ns 
 CD8α+ 7.84 ± 1.31 7.95 ± 0.91ns 7.57 ± 1.33ns 
 Doble negativas 72.48 ± 3.00 70.24 ± 1.83ns 69.16 ± 2.17ns 
GLMs CD4+ 48.27 ± 5.10 55.26 ± 2.35ns 55.08 ± 1.52ns 
 CD8α+ 16.45 ± 2.08 17.52 ± 1.46ns 16.00 ± 1.73ns 
 Doble negativas 35.05 ± 6.51 27.02 ± 2.98ns 28.74 ± 1.70ns 
Tabla 5. Células CD4+ y CD8α+ en bazo y GLMs luego de la inmunización con 
la cepa probiótica. Las sub-poblaciones celulares de linfocitos T en bazo y GLMs 
de animales control y tratados con el probiótico fueron determinadas por citometría 
de flujo. Los resultados corresponden a dos experimentos independientes. ANOVA 
paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus PBS). 
ns no significativo. 
 
 Existen diferentes poblaciones mieloides y linfoides que regulan activamente la 
respuesta inmune con el fin de prevenir reacciones exacerbadas que dañen nuestro 
cuerpo. Se ha demostrado que algunas cepas probióticas ejercen sus funciones activando 
células regulatorias. Por ello, se analizaron cambios inducidos por el tratamiento con E. 
faecalis CECT7121 en dos poblaciones regulatorias principales: linfocitos T 
regulatorios (Tregs, CD4+FoxP3+) y células mieloides supresoras monocíticas y 
granulocíticas (myeloid-derived supressor cells; mMDSCs: CD11b+Ly6CaltoGr-1int, 
gMDSCs: CD11b+Ly6CintGr-1alto). Mientras que no se detectó una acumulación de 
Tregs tanto en bazo como en GLMs, se observó una tendencia no significativa en la 
acumulación de gMDSCs en el bazo de animales inmunizados a día 11 [Figura 31]. 
	 71	
 
Figura 31. Evaluación de células regulatorias en bazo y GLMs de animales 
inmunizados con el probiótico. Las células esplénicas y de GLMs fueron marcadas 
empleando anticuerpos específicos para determinar Tregs (CD4+FoxP3+) por 
citometría de flujo [A]. Las poblaciones regulatorias gMDSCs (CD11b+Ly6CintGr-
1alto) y mMDSCs (CD11b+Ly6CaltoGr-1int) también fueron determinadas por 
citometría de flujo en el bazo de animales control (PBS) e inmunizados [B]. Los 
resultados corresponden a 2 experimentos independientes. ANOVA paramétrico, test 
de comparaciones múltiples de Dunnett (versus PBS). 
ns no significativo. 
 
4.2. Inmunización intragástrica con E. faecalis CECT7121 
Con el fin de evaluar la influencia de E. faecalis CECT7121 en el sistema 
inmune tanto local como sistémico, se analizaron las respuestas de células T ex vivo 
luego de la estimulación policlonal (ConA) o específica (Ef∅). Tanto en esplenocitos 
como en células de GLMs, los cultivos generados a partir de células de ratones 
inmunizados con E. faecalis CECT7121 mostraron niveles de proliferación basal 
similares al grupo control [Figura 32]. Sin embargo, el tratamiento incrementó 1.8 
veces la proliferación ex vivo inducida por ConA sobre las células esplénicas al día 11 
post-tratamiento [Figura 32], demostrando el efecto inmunoestimulante sistémico de 
este probiótico. Adicionalmente, Ef∅ fue empleado como estímulo para evaluar la 
proliferación específica, pero no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos control y experimental [Figura 32]. Además, tampoco se observaron diferencias 
en la proliferación de las células provenientes de GLMs [Figura 32]. En correlación con 
la proliferación de las células T observada para ambos grupos de animales, solo las 
células estimuladas con ConA secretaron grandes cantidades de IL-2, una citoquina 
fundamental para la proliferación linfocitaria (datos no mostrados). 
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Figura 32. Proliferación de células esplénicas y de GLMs de animales 
inmunizados con el probiótico. Células de bazo [A y B] y de GLMs [C y D] fueron 
estimuladas ex vivo con ConA y E. faecalis CECT7121 inactivado por calor (Ef∅), 
y la proliferación celular fue determinada mediante la incorporación de 3[H]-
timidina. Los resultados son expresados en cpm ± SEM de dos experimentos 
independientes, y las comparaciones estadísticas fueron realizadas entre los grupos 
PBS y EF. Test U de Mann-Whitney. 
ns no significativo; * p < 0.05. 
 
A continuación, se analizó la producción de diferentes citoquinas luego de la 
inoculación i.g. de E. faecalis CECT7121 y se observó una rápida producción de IFNγ 
por las células esplénicas estimuladas específicamente con Ef∅ (día 4 post-tratamiento, 
incremento en 5.4 veces) [Figura 33]. La producción de IFNγ no continuó siendo 
estadísticamente relevante al día 11, aunque aún se observó una tendencia a niveles 
mayores de secreción [Figura 33]. 
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Figura 33. Producción de IFNγ  luego de la inmunización in vivo con E. faecalis 
CECT7121. Los sobrenadantes de cultivo de células esplénicas [A y B] y de GLMs 
[C y D] fueron analizados por ELISA para determinar los niveles de IFNγ. Los 
resultados fueron expresados en pg/mL ± SEM de dos experimentos independientes, 
y las comparaciones estadísticas fueron realizadas entre los grupos PBS y EF. Test U 
de Mann-Whitney. 
ns no significativo; * p < 0.05; ** p < 0.01. 
 
En los GLMs, las células provenientes de ratones inmunizados produjeron 
mayores niveles de IFNγ luego de la estimulación policlonal con ConA a días 4 y 11 
post-tratamiento (un aumento de 4.0 veces en ambos casos), aunque los niveles al día 11 
fueron más bajos [Figura 33]. De forma contraria, no se detectó producción de IFNγ 
luego de la estimulación específica con Ef∅. 
Además de IFNγ, las células esplénicas de ratones inmunizados mostraron un 
incremento ligero aunque significativo en la producción de IL-6 evaluada luego de la 
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estimulación con ConA (incremento en 1.8 veces a día 4) [Figura 34]. Otras citoquinas 
testeadas (IL-12p40, IL-2 e IL-13) no mostraron diferencias significativas asociadas a la 
inmunización con E. faecalis CECT7121, al menos a los tiempos estudiados; en estas 
condiciones experimentales, no se detectó la producción de IL-5 [Figura 35]. 
 
Figura 34. Producción de IL-6 luego de la inmunización con E. faecalis 
CECT7121. Sobrenadantes de cultivo de células de bazo de animales inmunizados 
con la cepa probiótica y sacrificados a días 4 [A] y 11 [B] post-última inoculación 
fueron evaluados por ELISA directo para la detección de IL-6. Los resultados fueron 
expresados en pg/mL ± SEM de dos experimentos independientes, y la comparación 
fue realizada entre los grupos PBS y EF. Test U de Mann-Whitney. 
ns no significativo; * p < 0.05. 
 
 
Figura 35. Producción de IL-12p40, IL-2 e IL-13 luego de la inmunización con 
E. faecalis CECT7121. Sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de animales 
inmunizados y analizados a días 4 [A] y 11 [B] post-inoculación, fueron evaluados 
por ELISA directo para la detección de IL-12p40, IL-2 e IL-13. Los resultados 
fueron expresados en pg/mL ± SEM de dos experimentos independientes, y la 
comparación fue realizada entre los grupos PBS y EF. Test U de Mann-Whitney. 
ns no significativo. 
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5. INMUNIDAD ANTI-TUMORAL 
 
La importancia de las bacterias intestinales, y en particular de las cepas 
probióticas, en el potencial tratamiento en enfermedades tumorales ha crecido en el 
último tiempo [88]. En el presente trabajo de Tesis Doctoral evaluamos el rol del 
probiótico E. faecalis CECT7121 como un agente potenciador de las respuestas 
inmunes frente a modelos tumorales. 
 
5.1. Efectos anti-tumorales de E. faecalis CECT7121 sobre células del linfoma T 
murino LBC 
Los estudios in vitro de inhibición de la proliferación de las células LBC con E. 
faecalis CECT7121 demostraron un comportamiento dosis-dependiente [Figura 36]. 
 
Figura 36. Inhibición in vitro de la proliferación de células LBC por E. faecalis 
CECT7121. La proliferación del linfoma T LBC fue inhibida in vitro por E. faecalis 
CECT7121 de forma dosis-dependiente, ensayando tres MOIs diferentes: 100:1, 
1,000:1 y 10,000:1 (48 h de cultivo, incorporación de 3[H]-timidina). Basal, RPMIc; 
DMSO, control positivo. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de 
Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; *** p < 0.001. 
 
Por su parte, las cepas control empleadas en este trabajo mostraron un 
comportamiento dosis-dependiente similar al de E. faecalis CECT7121 (datos no 
mostrados). Sin embargo, eligiendo la MOI 1,000:1, la comparación estadística 
demostró que no todas las bacterias testeadas mostraron el mismo nivel de inhibición de 
la proliferación celular [Figura 37]. 
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Figura 37. Comparación estadística de la capacidad inhibitoria in vitro de E. 
faecalis CECT7121 y las cepas control. La inhibición de proliferación del linfoma 
T LBC fue comparada entre E. faecalis CECT7121 y las cepas control E. faecalis 
ATCC29212, E. faecalis DS16, E. faecalis CEB149 y M. luteus CCA45 (48 h de 
cultivo, MOI 1,000:1). Basal, RPMIc; DMSO, control positivo. ANOVA 
paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Ef CECT7121). 
ns no significativo; *** p < 0.001. 
 
Intentando establecer el posible mecanismo de acción generado por E. faecalis 
CECT7121 sobre las células LBC, se realizaron ensayos de inhibición de la 
proliferación empleando la pared bacteriana obtenida del probiótico. Estos estudios in 
vitro también demostraron un efecto inhibitorio dosis-dependiente [Figura 38]. 
 
Figura 32. Inhibición in vitro de la proliferación de células LBC por la pared 
bacteriana de E. faecalis CECT7121. La proliferación del linfoma T LBC fue 
inhibida in vitro por la pared del probiótico de forma dosis-dependiente, ensayando 
tres concentraciones diferentes: 5, 50 y 500 µg (48 h de cultivo, incorporación de 
3[H]-timidina). Basal, RPMIc; LPS, control negativo; DMSO, control positivo. 
ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Basal). 
ns no significativo; *** p < 0.001. 
 
En la comparación con las cepas control, la pared bacteriana de E. faecalis 
CECT7121 mostró el mayor poder inhibitorio sobre la proliferación de células LBC (al 
menos en la concentración de 500 µg) [Figura 39]. 
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Figura 39. Comparación estadística de la capacidad inhibitoria in vitro de la 
pared bacteriana de E. faecalis CECT7121 versus las cepas control. La 
inhibición de proliferación del linfoma T LBC fue comparada entre la pared 
bacteriana purificada E. faecalis CECT7121 y de las cepas control E. faecalis 
ATCC29212, E. faecalis DS16, E. faecalis CEB149 y M. luteus CCA45 (48 h de 
cultivo, 500 µg). Basal, RPMIc; LPS, control negativo; DMSO, control positivo. 
ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus Ef 
CECT7121). 
** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
5.2. Estudios in vivo de protección anti-tumoral por E. faecalis CECT7121 
Avanzando hacia la caracterización in vivo de los efectos de protección anti-
tumoral, se estudió la capacidad protectiva de E. faecalis CECT7121 en ratones 
BALB/c. Dado que el modelo empleado implica la administración i.p. de las células 
tumorales, las cepas bacterianas fueron administradas por la misma vía. Por ello, en 
primer lugar se analizó el efecto generado por la inoculación i.p. de E. faecalis 
CECT7121 y las cepas control. Se estudió la sobrevida de los animales luego de la 
inoculación de diferentes concentraciones de las cinco cepas bacterianas [Figura 40], 
observándose un aumento en la muerte de los animales conforme se aumentó la dosis 
inoculada, y estableciéndose la dosis sub-letal 5.0 × 108 CFU/mL (500 µL) como 
óptima para los ensayos de inmunoestimulación y protección anti-tumoral [56]. 
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Figura 40. Puesta a punto del inóculo bacteriano a emplear por vía i.p. en 
ensayos in vivo. La cepa probiótica E. faecalis CECT7121 y las bacterias control 
fueron inoculadas i.p. en diferentes concentraciones, y la sobrevida de los animales 
tratados fue evaluada durante 10 días. Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon. 
 
Luego de la inoculación i.p. de las cepas bacterianas estudiadas empleando la 
dosis inmunoestimulante anteriormente descripta, se analizaron los cambios 
consecuentes en la composición celular de la cavidad peritoneal. Se observó una 
acumulación de células con morfología típica de granulocitos [Figura 41], con una 
disminución relativa de la población linfocítica [Figura 41]; llamativamente, la cepa E. 
faecalis DS16 mostró características diferentes a las demás bacterias testeadas en estas 
condiciones. En cuanto a los niveles de DCs, el tratamiento con las bacterias estudiadas 
no modificó de forma significativa el porcentaje de células CD11c+ en la cavidad 
peritoneal [Figura 41]. 
 
Figura 41. Evaluación general de poblaciones celulares en la cavidad 
peritoneal. Luego de la inoculación i.p. de las bacterias, se evaluaron cambios 
generales en las células de la cavidad peritoneal por citometría de flujo. Control, 
PBS. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett (versus 
Control) para Granulocitos [A] y Linfocitos [B]. ANOVA no paramétrico de 
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Kruskal-Wallis, test de comparaciones múltiples de Dunn (versus Control) para 
células CD11c+ [C]. 
ns no significativo; * p < 0.05; *** p < 0.001. 
 
Dadas las características morfológicas diferenciales y los resultados previamente 
obtenidos, se decidió realizar el estudio de protección anti-tumoral comparando 
experimentalmente el tratamiento i.p. del probiótico E. faecalis CECT7121 con las 
cepas bacterianas control E. faecalis DS16 y M. luteus CCA45. Luego del pre-
tratamiento con E. faecalis CECT7121 o las cepas control, los animales fueron 
desafiados i.p. con una dosis letal de células LBC y la sobrevida fue evaluada durante 
50 días consecutivos. El tratamiento con las tres bacterias empleadas protegió de la 
muerte al 90 % de los animales desafiados con el linfoma LBC [Figura 42]. 
 
Figura 42. Sobrevida de los animales pre-tratados con E. faecalis CECT7121 y 
las cepas control, y desafiados con una dosis letal de células LBC. El 
seguimientos de los animales desafiados se realizó diariamente durante un período 
de 50 días, y la comparación estadística fue entre cada bacteria analizada y el grupo 
Control (PBS). Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon. 
*** p < 0.001. 
 
5.3. Efectos anti-tumorales de E. faecalis CECT7121 sobre células tumorales 
humanas 
5.3.1. Raji 
En un acercamiento a los posibles efectos anti-tumorales de E. faecalis 
CECT7121 sobre células humanas, se realizaron estudios sobre la línea celular Raji. 
Siguiendo el mismo diseño empleado con la línea murina LBC, se observó que la cepa 
probiótica posee una capacidad inhibitoria dosis-dependiente [Figura 43]. De forma 
similar, las cepas control también siguieron un comportamiento dosis-dependiente 
(datos no mostrados). Sin embargo, al comparar las MOI 1,000:1 se observaron 
diferencias con E. faecalis CECT7121, siendo el probiótico nuevamente el que mostró 
el nivel inhibitorio más alto en la mayoría de las comparaciones [Figura 44]. 
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Figura 43. Inhibición dosis-dependiente de la proliferación in vitro de células 
Raji por E. faecalis CECT7121. Se determinó un efecto inhibitorio al analizar 
diferentes MOIs: 100:1, 1,000:1 y 10,000:1 (48 h de cultivo). Basal, RPMIc; 
DMSO, control positivo. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de 
Dunnett (versus Basal). 
** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
 
Figura 44. Comparación estadística en los efectos inhibitorios de E. faecalis 
CECT7121 y las cepas control sobre la proliferación in vitro de células Raji. La 
comparación estadística se realizó a MOI 1,000:1 y 48 h de cultivo (versus Ef 
CECT7121). ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de Dunnett. 
ns no significativo; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
Del mismo modo que con las células LBC, la pared bacteriana de E. faecalis 
CECT7121 inhibió de forma dosis-dependiente la proliferación in vitro de células Raji 
[Figura 45]. Las paredes bacterianas de las cepas control presentaron la misma 
característica inhibitoria (datos no mostrados), y en la comparación estadística realizada 
para la concentración 50 µg fue la pared de E. faecalis CECT7121 la que nuevamente 
generó la mayor inhibición [Figura 46]. 
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Figura 45. Efecto inhibitorio de las paredes bacterianas de la cepa probiótica 
sobre la proliferación de células Raji. Las paredes purificadas de E. faecalis 
CECT7121 ejercieron un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre la proliferación 
in vitro de la línea celular (48 h de cultivo). Basal, RPMIc; LPS, control negativo; 
DMSO, control positivo. ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, test de 
comparaciones múltiples de Dunn (versus Basal). 
ns no significativo; *** p < 0.001. 
 
 
Figura 46. Comparación estadística en los efectos inhibitorios de las paredes 
bacterianas purificadas de E. faecalis CECT7121 y las cepas control sobre la 
proliferación in vitro de células Raji. La comparación estadística se realizó a 
concentración 50 µg y 48 h de cultivo (versus Ef CECT7121). ANOVA paramétrico, 
test de comparaciones múltiples de Dunnett. 
*** p < 0.001. 
 
5.3.2. PL104 
En un intento por clarificar los posibles mecanismos mediante los cuales E. 
faecalis CECT7121 inhibe la proliferación tumoral, se realizaron estudios in vitro 
empleando la línea celular humana PL104. Nuevamente, la cepa probiótica inhibió de 
manera dosis-dependiente la proliferación in vitro de las células tumorales [Figura 47]. 
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Figura 47. Inhibición in vitro de la proliferación de células PL104 por el 
probiótico E. faecalis CECT7121. Se observó un efecto dosis-dependiente en las 
MOIs evaluadas a 48 h de cultivo: 100:1, 1,000:1 y 10,000:1. Basal, RPMIc; 
DMSO, control positivo. ANOVA paramétrico, test de comparaciones múltiples de 
Dunnett (versus Basal). 
* p < 0.05; *** p < 0.001. 
 
Al analizar el efecto inhibitorio de la pared bacteriana de E. faecalis CECT7121, 
una vez más se observó un efecto dosis-dependiente [Figura 48]. 
 
Figura 48. Efecto de la pared bacteriana de E. faecalis CECT7121 sobre la 
proliferación in vitro de células PL104. Se evaluó el efecto inhibitorio en la 
proliferación celular, y se determinó un comportamiento dosis-dependiente en las 
concentraciones evaluadas en 48 h de cultivo (5, 50 y 500 µg). Basal, RPMIc; LPS, 
control negativo; DMSO, control positivo. ANOVA paramétrico, test de 
comparaciones múltiples de Dunnett (versus Basal). 
*** p < 0.001. 
 
Para dilucidar el mecanismo de acción de la cepa probiótica sobre las células 
PL104, se diseñó un experimento en combinación con una droga anti-tumoral cuyo 
efecto es conocido: CAPE. Para ello, se analizaron las capacidades inhibitorias por 
separado del lisado soluble de E. faecalis CECT7121 y CAPE [Figura 49]. Así, se 
confeccionó un isobolograma y se determinó que la combinación E. faecalis CECT7121 
+ CAPE presentó una acción “sinérgica” [Figura 49]. 
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Figura 49. Evaluación de la acción inhibitoria conjunta de E. faecalis 
CECT7121 y la droga anti-tumoral CAPE. Para evaluar el “sinergismo” entre la 
bacteria probiótica y la droga CAPE, se determinaron los efectos inhibitorios por 
separado [A y B], y se confeccionó y evaluó en forma conjunta la acción de ambos 
tratamientos [C] (48 h de cultivo). 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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La microbiota gastrointestinal es esencial para la salud humana, dado que 
contribuye a la digestión alimentaria y al desarrollo y funcionamiento óptimos del 
sistema inmune intestinal [49]. Estas propiedades pueden ser explotadas en la 
modulación de las respuestas inmunes tanto locales como sistémicas. 
Enterococcus faecalis CECT7121 es una bacteria de origen ambiental que ha 
demostrado implantarse, persistir e inducir una respuesta inmune protectiva en diversos 
modelos biológicos [54-59]. Los enterococos son bacterias de morfología “coco-oval”, 
Gram-positivos y anaerobios facultativos, que forman cadenas de longitud variable; son 
robustos y versátiles, con la particular habilidad de sobrevivir a ambientes en 
condiciones severas (incluyendo altas concentraciones salinas) y en un rango amplio de 
temperaturas (de 10 a más de 45 ºC). A pesar de su potencial rol como bacterias 
patogénicas, los enterococos generalmente presentan niveles bajos de virulencia, lo que 
se demuestra con su presencia natural en el tracto gastrointestinal en humanos y 
animales, y por el hecho de que han sido empleados durante décadas en forma segura 
como probióticos [96]. Este trabajo tiene como objetivo dilucidar los mecanismos 
inmunológicos que ejerce E. faecalis CECT7121 en ratones inmunocompetentes. La 
cepa estudiada tiene actividad anti-bacteriana sobre otros microorganismos tanto Gram-
negativos como -positivos, no expresa factores de virulencia como hemolisina y 
gelatinasa, y no presenta multirresistencia antibiótica [54,62]; esto convierte a E. faecalis 
CECT7121 en un candidato atractivo para ser empleado como probiótico. 
Las células dendríticas (DCs) desempeñan un rol muy importante en las 
respuestas inmunes, debido a las funciones que cumplen en distintos niveles: [1] las 
DCs se sitúan en varios sitios de entrada de patógenos y se encuentran entre las 
primeras células que reconocen a los microorganismos a través de sus PRRs; [2] estas 
células son las únicas capaces de iniciar la inmunidad adaptativa, atravesando etapas de 
maduración que anteceden a la activación de linfocitos T naïve específicos; [3] 
dependiendo de su activación, las DCs secretan diferentes citoquinas que moldean la 
respuesta inmune adaptativa en los órganos linfáticos secundarios [97,98]. Si bien se ha 
descripto que la activación de DCs inducida por bacterias probióticas generalmente 
modula al sistema inmunológico hacia un perfil efector de tipo Th1 o hacia un fenotipo 
T regulatorio, aún es necesario comprender los mecanismos desencadenados por estos 
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microorganismos benéficos para poder aprovechar mejor su capacidad de modulación 
de la respuesta inmune [84,99,100]. En el presente trabajo, se evaluó a las DCs como 
posibles blancos de acción de la estimulación probiótica, empleando diversos 
experimentos in vitro e in vivo, y analizando no solo la activación de la respuesta innata 
sino también sus consecuencias sobre la inmunidad adaptativa. Además, se estudió la 
estimulación que este microorganismo ejerce sobre otra población importante en el 
desencadenamiento y coordinación de la respuesta inmune innata: los macrófagos. Por 
último, se utilizó un modelo tumoral para contextualizar los efectos benéficos de esta 
cepa. 
En primer lugar, la cepa probiótica E. faecalis CECT7121 indujo en forma 
dosis-dependiente una fuerte secreción de IL-12, IL-6, TNFα e IL-10 por parte de DCs 
generadas in vitro a partir de precursores de médula ósea; además, aumentó la expresión 
de marcadores celulares de activación como MHC-II, CD80 y CD40. Es sabido que, 
mientras IL-12 e IFNγ inducen respuestas inmunológicas Th1, IL-4 genera 
predominantemente perfiles Th2, e IL-6 y TGFβ direccionan la generación de células 
Th17 [39,101]. Más aún, la producción de IL-10 promovida por algunas cepas probióticas 
puede inducir la generación de Tregs [39,101,102]. En este contexto, la estimulación de las 
DCs por E. faecalis CECT7121 resultó en una variedad de citoquinas que generaron 
cambios fenotípicos y funcionales durante la activación de células T, definiendo el 
destino de las respuestas inmunes adaptativas. Estos resultados sugieren que, en los 
diversos modelos biológicos ya estudiados, E. faecalis CECT7121 induce la activación 
de células T y la producción de respuestas Th1 probablemente debido a los altos niveles 
de IL-12 secretadas por las DCs estimuladas [54-59]. Por otro lado, también se detectaron 
altos niveles de IL-10 secretados cuando las DCs fueron estimuladas con la cepa 
probiótica. Aunque es sabido que la estimulación de DCs a través de TLRs puede 
disparar la producción de IL-10 cuando esta es acompañada de la activación de otros 
PRRs como las lectinas [22], los elevados niveles de esta citoquina anti-inflamatoria 
producidos in vitro sugieren que este mecanismo puede tener un rol importante in vivo. 
En un intento por dilucidar los mecanismos desencadenados por esta cepa, e intentando 
determinar si los fenómenos observados son específicos de E. faecalis CECT7121, se 
realizaron ensayos de estimulación in vitro de DCs con otras cepas de E. faecalis 
(ATCC29212, DS16 y CEB149) y con una cepa de M. luteus (CCA45). Se observó que 
existen diferencias significativas entre los niveles de TNFα e IL-10 producidos in vitro, 
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sin encontrarse variaciones al analizar la producción de IL-6 e IL-12p40 (al menos en 
las condiciones experimentales empleadas). Existe una gran cantidad de diferencias 
fenotípicas entre cepas de E. faecalis, al menos teniendo en cuenta la expresión de 
factores de virulencia y la multirresistencia antibiótica [96]. También se conocen 
diferencias en la composición de las paredes que recubren a estas bacterias Gram-
positivas [49], característica que se observó en los ensayos de Western Blotting de este 
trabajo. Estas diferencias son incluso más notorias al comparar la cepa probiótica con 
M. luteus CCA45, bacteria que pertenece a un género diferente. Si bien los PAMPs 
presentes en macromoléculas bacterianas tienen una estructura básica similar, desde 
grandes variaciones fenotípicas hasta cambios sutiles en el tipo o grado de glicosilación 
tendrán un impacto diferencial en la modulación de las DCs [22,49]. Incluso la misma 
macromolécula de una especie puede comportarse como agonista de un determinado 
PRR, mientras que otra similar de una especie diferente puede actuar como antagonista 
del mismo receptor [49]. Sin embargo, las diferencias entre los PAMPs de bacterias 
patógenas, comensales y probióticas no son fácilmente discriminables, y es necesaria 
una visión comparativa desde múltiples puntos de vista [49]. Incluso estas diferencias 
alientan a buscar cuáles son las moléculas involucradas en estos fenómenos 
diferenciales, para poder describir los mecanismos desencadenados y explotar las 
características inmunomodulatorias de cada una de ellas hacia perfiles de activación 
clásicos o alternativos (M1 y M2). En conclusión, las DCs parecen ser un blanco celular 
importante de E. faecalis CECT7121 dado que no solo disparan respuestas inflamatorias 
IL-12/IFNγ, sino que también inducen la producción simultánea de moléculas anti-
inflamatorias. 
Las DCs MyD88-/- demostraron la relevancia de la señalización a través de TLRs 
durante la estimulación con E. faecalis CECT7121: la eliminación de esta proteína 
adaptadora impidió la maduración de las DCs y la producción de citoquinas. Por otra 
parte, existen múltiples estudios que demuestran la importancia general de las vías de 
señalización celular mediadas por lectinas y que han sido extensamente estudiadas 
anteriormente [22,103,104]; en este sentido, también se estudió la influencia de dos 
receptores diferentes pertenecientes a la familia de las lectinas: DC-SIGN y el receptor 
de manosa (MR). Ni la expresión de DC-SIGN humano, ni la ausencia de MR en las 
DCs pareció haber modificado el efecto estimulatorio de este probiótico. Sin embargo, 
la importancia de las vías de señalización mediadas por lectinas no debe ser descartada, 
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dado que existe una gran cantidad de evidencias que indican la influencia de estos 
receptores en el moldeado de la función de las DCs [22]. 
La interacción entre la señalización disparada por diferentes TLRs y DC-SIGN 
depende de la activación previa de NF-κB mediada por los TLR-4, -3 y -5, e involucra a 
la serina/treonina proteína-quinasa RAF1 [107]. La fosforilación de la sub-unidad p65 de 
NF-κB en el residuo de serina 276 mediada por RAF1 permite la acetilación del factor 
de transcripción en diversos residuos de lisina, aumentando su capacidad de unión al 
ADN, prolongando su actividad nuclear y aumentando su índice transcripcional. En 
particular, la acetilación de p65 mediada por DC-SIGN aumenta y prolonga la 
producción de las citoquinas IL-8 e IL-10, aunque también parece estimular la 
producción de IL-6 e IL-12; esta señalización modulada por DC-SIGN posee un rol 
central en las respuestas inmunes mediadas por diversos microorganismos que 
presentan estructuras ricas en manosa [22]. Estas interacciones entre las distintas vías de 
señalización intracelular podrían explicar por qué la estimulación de las DCs con E. 
faecalis CECT7121 induce tanto citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-12) 
como anti-inflamatorias (IL-10). Es importante recordar que no todas las bacterias 
probióticas estimulan la producción de las mismas citoquinas; por ejemplo, diferentes 
especies y cepas de Lactobacillus pueden estimular diferentes citoquinas (incluyendo 
IL-12 e IL-10) en varias células inmunes, mientras que las bifidobacterias usualmente 
producen bajos niveles de IL-12 [50,84,100]. 
Para confirmar la importancia de la estimulación de las DCs por E. faecalis 
CECT7121 en la consecuente activación de respuestas de células T, se realizaron 
diferentes experimentos tanto in vitro (co-cultivos de DCs pulsadas con el probiótico y 
linfocitos T CD4+) [106,107] como in vivo (respuestas productoras de IFNγ generadas por 
la transferencia adoptiva de DCs estimuladas con la cepa probiótica) [75-78]. La 
activación de las DCs por E. faecalis CECT7121 llevó a la generación de respuestas 
celulares adaptativas Th1, muy probablemente debido a los altos niveles de IL-12 
producidos luego de la estimulación con el probiótico. 
Una pregunta que aún no ha obtenido respuestas firmes es cómo imponen las 
bacterias probióticas sus beneficios inmunomodulatorios sobre el hospedador. Las 
macromoléculas presentes en la superficie bacteriana parecen ser factores 
fundamentales que interaccionan con los receptores del hospedador e inducen cascadas 
de señalización que resultan en los efectos benéficos ejercidos por los probióticos [49]. 
En este sentido, diferentes preparaciones antigénicas fueron aisladas de E. faecalis 
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CECT7121 con el fin de ser evaluadas en sus características inmunomodulatorias. En 
este trabajo se observó que las paredes bacterianas de E. faecalis CECT7121 indujeron 
una activación dosis-dependiente de las DCs, estimulando in vitro la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFα e IL-12) y anti-inflamatorias (IL-10). Es 
sabido que las paredes bacterianas de las cepas Gram-positivas están compuestas por 
una gruesa capa de peptidoglicanos decorada con proteínas, ácidos teicoicos y 
polisacáridos. Los peptidoglicanos interaccionan con los receptores TLR-2 y CD14, y 
pueden existir diferencias entre sus estructuras básicas que determinen las 
particularidades para cada cepa bacteriana; incluso varias modificaciones (como la 
glicosilación) pueden contribuir a las propiedades específicas de los distintos 
probióticos [49]. Asimismo, no hay que dejar de lado la importancia de la señalización a 
través de otros PRRs como NOD1 y NOD2, que reconocen intracelularmente los 
fragmentos de peptidoglicanos internalizados a través de transportadores específicos o 
mediante procesos de fagocitosis [49,108,109]. Las preparaciones antigénicas obtenidas de 
E. faecalis CECT7121 indujeron diferentes respuestas de citoquinas, al menos en las 
condiciones experimentales empleadas. En particular, podemos destacar a los ácidos 
lipoteicoicos (LTA) como moléculas inmunomodulatorias interesantes dado que 
activaron a las DCs in vitro e indujeron la producción de todas las interleuquinas pro-
inflamatorias testeadas (IL-6, TNFα e IL-12). Los LTA de bacterias Gram-positivas han 
ganado interés como importantes moduladores de la respuesta inmune basados en 
diversos estudios, tanto in vitro como in vivo [49,110]. Estas moléculas interaccionan con 
el heterodímero formado por TLR-2 y -6, y los co-receptores CD14 y CD36 [111]. Dado 
que los LTA se encuentran presentes en prácticamente todas las bacterias Gram-
positivas, es interesante destacar que las células epiteliales intestinales han desarrollado 
mecanismos de tolerancia a la presencia continua de estas moléculas en las paredes de 
las bacterias comensales: expresando niveles limitados de los receptores y co-receptores 
para LTA, y aumentando la producción de inhibidores específicos de la señalización de 
TLRs como la proteína TOLLIP [49,112,113]. En cambio, la interacción entre los LTA y el 
TLR-2 parece ser promovida en células fagocíticas como macrófagos y DCs [49]. Es por 
lo tanto tentador especular que, en un futuro, se podrán seleccionar las moléculas de 
superficie expresadas por los probióticos dependiendo de la respuesta que necesita ser 
inducida en el hospedador. Para ello, es crucial identificar y caracterizar las diferentes 
moléculas que funcionan como ligandos de estos receptores. 
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La otra población celular que cumple un rol central en la respuesta inmune y que 
ha sido altamente estudiada desde los comienzos de la inmunología es, sin dudas, el 
macrófago [5-8,45,48,114]. Los macrófagos han demostrado tener una plasticidad que 
permite el moldeado de la respuesta inmune como un componente esencial de múltiples 
situaciones, incluyendo la resistencia a diversos patógenos y la reparación del tejido 
dañado, entre otras [8]. Por ejemplo, la participación de los macrófagos clásicamente 
activados en el orquestado local de las respuestas innatas mediadas por células NK o 
incluso adaptativas de tipo Th1 o Th17 frente a diferentes tipos de infecciones [8,48]. En 
otro ejemplo, el rol de los macrófagos en cáncer ha sido controversial y muchos de estos 
aspectos permanecen aún sin explicación [8,48]. En el presente trabajo de Tesis Doctoral 
se caracterizó la activación de los macrófagos frente a la estimulación con la cepa 
probiótica E. faecalis CECT7121. Esta bacteria estimuló las diferentes poblaciones 
macrofágicas en estudio, promoviendo la activación hacia el perfil clásico M1 e 
induciendo la producción de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNFα. Estos 
resultados se encuentran en línea con los observados en DCs y confirman el efecto 
inmunoestimulante que posee este microorganismo sobre la respuesta inmune innata, en 
especial sobre el sistema fagocítico mononuclear. También se realizaron ensayos 
comparativos con las demás cepas estudiadas, y no se detectaron diferencias 
significativas en los niveles de citoquinas secretadas, al menos en las condiciones 
experimentales empleadas. Sin embargo, no debe descartarse que las diferencias 
estructurales entre las cepas sean reconocidas por los macrófagos; si bien las DCs han 
demostrado una plasticidad en su función dependiendo de los estímulos recibidos, los 
macrófagos también han demostrado verse diferencialmente influenciados [5-8]. De 
hecho, basándose en la expresión de marcadores característicos, no parece ser posible 
definir a los macrófagos y las DCs como entidades separadas; estas poblaciones 
pertenecen a una progenie “continua” derivada de un precursor común [37]. La similitud 
entre estos actores permite suponer que los fenómenos desencadenados tanto en las DCs 
como en los macrófagos se deban a la estimulación de receptores que se comparten en 
ambas poblaciones, y la verdadera importancia de su activación radica en el resultado 
generado en el contexto patológico o terapéutico [37]. 
Según lo expuesto hasta ahora, las células que responden durante la activación 
de la respuesta inmune innata cumplen importantes funciones que dependen del 
reconocimiento de estructuras moleculares a través de los PRRs. Los TLRs, la familia 
más estudiada dentro de estos receptores, desencadenan luego de su activación una serie 
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de fenómenos intracelulares bien estudiados y que comparten muchos de los 
mecanismos involucrados [11,18,115]. En macrófagos y DCs, estos TLRs estimulados 
resultan en la activación de diversos factores de transcripción como NF-κB y AP-1, los 
cuales a su vez activan la expresión de diferentes moléculas y citoquinas; estas vías de 
señalización se encuentran ampliamente estudiadas [11,18]. El factor nuclear de células T 
activadas (nuclear factor of activated T cells, NFAT) es un factor de transcripción 
originalmente descripto en linfocitos T activados [115,116]. La función de NFAT en 
células T y B ha sido bien estudiada en el contexto del sistema inmune adaptativo. A 
pesar de tratarse de un factor de transcripción con expresión común en diferentes células 
inmunes, y encontrándose involucrado en diversos caminos de señalización intracelular, 
su rol en la respuesta inmune innata ha sido pobremente estudiado [115]. En este 
contexto, decidimos evaluar el rol de la activación de NFAT en células macrofágicas 
estimuladas con E. faecalis CECT7121. La cepa probiótica activó esta vía de 
señalización, demostrando la complejidad desencadenada en la estimulación de las 
células de la respuesta inmune. Identificar los fenómenos disparados durante la 
inmunoestimulación a nivel intracelular es fundamental para entender los mecanismos 
que se ponen en marcha y poder diseñar así estrategias que permitan su manipulación 
controlada, no solo a nivel de la inmunidad innata sino también de los efectores de la 
respuesta adaptativa. Un ejemplo de la magnitud de este alcance se puede observar en el 
reciente trabajo publicado por Berod y colaboradores, donde se describe el efecto 
inhibitorio del compuesto natural Sorafeno A sobre la síntesis de novo de ácidos grasos, 
que condiciona la generación de linfocitos Th17 y estimula la acumulación de Tregs 
[117]. Esta manipulación racional de la respuesta inmune adaptativa podría tener 
importantes repercusiones en el tratamiento de enfermedades inflamatorias asociadas a 
la acumulación de células Th17. 
Es conocido que el tracto gastrointestinal es un importante sitio de entrada para 
los microorganismos patógenos. También representa el hogar de una gran y diversa 
cantidad de bacterias comensales, muchas de las cuales son benéficas para el 
hospedador. Un aspecto fundamental del sistema inmune intestinal comprende su 
habilidad para proteger frente a infecciones, al mismo tiempo que impide el desarrollo 
de respuestas inflamatorias destructivas iniciadas contra la microbiota normal. Entender 
los fenómenos que controlan la homeostasis intestinal es un área activa de estudio. Los 
científicos intentan descubrir los mecanismos empleados por el sistema inmune 
intestinal para poder prevenir patologías inmunológicas, para entender la fisiología y 
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para diseñar distintas estrategias terapéuticas contra un gran número de condiciones 
inflamatorias y autoinmunes. Además, describir los mecanismos que mantienen 
tolerancia en el intestino puede ser fundamental en el desarrollo de nuevas estrategias de 
vacunación oral [95]. 
Hoy en día se sabe que, además de las diferencias entre las moléculas de 
superficie de las bacterias intestinales (ya sean patógenas, comensales o probióticas), la 
respuesta final estará dada por la acción coordinada de las señales inducidas por 
diferentes receptores en diversas tipos celulares [49,118]. La interacción de las bacterias 
probióticas con las células epiteliales intestinales (intestinal epithelial cells, IECs) y las 
DCs del tejido linfoide asociado a mucosa gastrointestinal (gut-assosiated lymphoid 
tissue, GALT) es esencial para la modulación de la respuesta inmunológica en el 
intestino. Los probióticos usualmente pueden interaccionar con las DCs a través de dos 
vías principales: por un lado, las DCs residentes de lámina propia toman muestras de los 
antígenos luminales extendiendo sus dendritas entre las IECs [119]; por el otro, las DCs 
interaccionan directamente con las bacterias que han accedido a la región del “domo” 
del GALT a través de las células M [49]. Estas regiones se encuentran pobladas de DCs 
con características fenotípicas y funcionales diferentes, y el balance entre la activación 
de estas DCs podría ser clave para explicar los fenómenos desencadenados por la 
ingestión de un probiótico. Las DCs de mucosa intestinal pueden clasificarse según la 
expresión conjunta de varias moléculas de superficie: CD11c, CD11b y CD8α. Los 
receptores de quimiocinas CX3CR1 y CCR6 también permiten sub-clasificar a las DCs 
y relacionarlas con su ubicación en el MALT. Finalmente, es destacable que una 
proporción sustancial de DCs de lámina propia expresan la sub-unidad CD103 
(integrina αE) [95]. Mientras que las DCs CD11c+CD11b+CD8α- en placas de Peyer y las 
DCs CD11c+CD103+ en lámina propia poseen una capacidad elevada para producir IL-
10 y estimular respuestas tolerogénicas en la mucosa intestinal, las DCs CD11c+CD11b-
CD8α+ y CD11c+CD11b-CD8α- en placas de Peyer y GLMs han demostrado ser 
promotoras de la generación de respuestas Th1 productoras de IFNγ [95,106,120]. También 
es importante destacar el rol del ácido retinoico empleado por las DCs de mucosa 
intestinal para “imprimir” en los linfocitos T y B características específicas (expresión 
de la integrina α4β7 y el receptor de quimiocinas CCR9) que determinen el homing al 
intestino [121-123]. En circunstancias normales, teniendo en cuenta la continua exposición 
del sistema inmune de mucosas a las bacterias de la luz intestinal, se debe mantener un 
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correcto balance entre las respuestas tolerogénicas e inflamatorias inducidas por DCs, 
con el fin de evitar el desarrollo de situaciones patológicas. En trabajos previos, se 
demostró que el tratamiento con E. faecalis CECT7121 genera un aumento en la 
activación con un sesgo en la respuesta inmune hacia un perfil Th1 [54-57]. Sin embargo, 
es necesario estudiar los fenómenos desencadenados por acción de este probiótico en 
ausencia de cualquier modelo biológico que pueda influir en su estimulación sobre el 
sistema inmunológico. 
 
Figura 50. Interacción entre probióticos, células epiteliales y DCs. La respuesta 
observada como consecuencia de la estimulación probiótica dependerá del 
microorganismo estimulante, del sub-tipo de DC activada y del entorno en el que 
ocurra dicha estimulación. En consecuencia, las DCs activarán e influenciarán la 
respuesta adaptativa a nivel local y sistémico. [49] 
 
La interacción de las células del hospedador con los PAMPs presentes en las 
macromoléculas de la superficie de bacterias probióticas induce determinadas 
respuestas moleculares a través de los PRRs. Estos receptores incluyen a los TLRs y a 
lectinas de tipo C como DC-SIGN, que usualmente se encuentran agrupados en clusters 
multi-receptor en la membrana plasmática; así, estos receptores no funcionan en forma 
aislada sino que cooperan para moldear las respuestas celulares [22,49]. Las importantes 
respuestas de las DCs frente a la estimulación con bacterias probióticas incluyen la 
producción de citoquinas, la presentación de antígenos en el contexto de las moléculas 
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del MHC, y la expresión de moléculas co-estimulatorias que polarizan la respuesta de 
las células T colaboradoras o CD4+CD25+FoxP3+ en los GLMs o GALT [95,124]. 
Asimismo, existe una influencia marcada del microambiente intestinal sobre la 
función de las DCs. El condicionamiento de estas células en el tejido local, más que la 
mera existencia de diferentes sub-tipos de DCs, posee un rol fundamental en el 
moldeado de la respuesta inmune de mucosas [95]. En este sentido, la proteína TSLP 
(thymic stromal lymphopoietin) producida por las IECs cumple un papel central en el 
condicionamiento de las DCs intestinales, actuando sobre estas células para controlar la 
producción de IL-12/23p40 y posiblemente estimulando la acumulación de Tregs 
[125,126]. 
Durante los estudios in vivo luego de la inoculación de E. faecalis CECT7121, a 
pesar de no observarse cambios en el número total de células de bazo o GLMs, este 
probiótico causó un aumento de la inmunidad local y sistémica, induciendo mayores 
respuestas proliferativas y sesgando la respuesta inmune hacia la producción de IFNγ. 
La producción de esta citoquina fue mayor al día 4 y disminuyó para el día 11 luego del 
tratamiento, mostrando signos de una respuesta cinética que tiene lugar tanto a nivel 
local como sistémico. Esta respuesta dinámica indica la importante utilización que 
puede tener esta bacteria probiótica para dirigir respuestas específicas hacia un perfil 
Th1, convirtiéndola en un interesante candidato a ser empleado como adyuvante oral 
[55]. Otros autores han demostrado que la ingestión de ciertos probióticos puede inducir 
mayores respuestas proliferativas tanto de células T como B [127,128]. E. faecalis 
CECT7121 produjo una activación inmunológica influenciando respuestas policlonales, 
mientras que la falta de proliferación específica puede estar en línea con la capacidad de 
este probiótico de comportarse como un microorganismo comensal sin inducir 
respuestas inflamatorias descontroladas [59]. Múltiples mecanismos regulatorios en la 
mucosa intestinal se ponen en juego para evitar respuestas inflamatorias contra bacterias 
comensales [95]. De hecho, se ha demostrado que las DCs del GALT inducen respuestas 
adaptativas que incluyen la producción de IgA local dirigida contra bacterias 
comensales, como parte de un importante mecanismo regulatorio [129]. De hecho, se 
observó un incremento inicial de las células totales IgA+ en lámina propia luego de la 
administración de E. faecalis CECT7121 a tiempos tan tempranos como 1 día luego de 
la última inoculación [59]. Esta rápida expansión de clones IgA+ puede ser una 
consecuencia de un cambio de isotipo independiente de células T, dado que se ha 
demostrado que las DCs que han muestreado la flora endógena del tracto 
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gastrointestinal pueden promover la producción de IgA a través de mecanismos T-
dependientes e -independientes [130]. Estudios futuros son requeridos para entender los 
mecanismos disparados por esta cepa probiótica a nivel intestinal. De hecho, sería 
interesante estudiar si E. faecalis CECT7121 es capaz de aumentar los niveles luminales 
de ATP, dado que algunas bacterias comensales logran promover por esta vía la 
diferenciación de células T [131]. Otra explicación para la falta de proliferación 
específica podría estar relacionada con la inhibición directa de la expansión de células T 
y/o B. Plitnick y colaboradores han demostrado que el LTA de bacterias Gram-positivas 
puede unirse específicamente a la IL-2 e impedir la proliferación de células 
mononucleares inducida por la estimulación con toxoide tetánico [132]. Estos autores 
también han descripto una producción dosis-dependiente de IFNγ luego de la 
estimulación con LTA, no solo demostrando que el efecto inhibitorio sobre IL-2 parece 
ser selectivo, sino también que este PAMP per se es capaz de disparar la secreción de 
IFNγ y podría ser el responsable de nuestras observaciones relacionadas con la 
producción de esta citoquina. 
Teniendo en cuenta los mecanismos que regulan la respuesta inmune, una 
tendencia no significativa en la acumulación esplénica de MDSCs granulocíticas podría 
constituir uno de los mecanismos que prevengan las respuestas inflamatorias 
exacerbadas, al menos durante el período estudiado. Aunque las MDSCs han sido 
asociadas inicialmente con cáncer, muchos estudios han demostrado su rol en 
infecciones bacterianas, virales, e incluso parasitarias [133-136]. En cuanto a la 
acumulación de células T regulatorias, algunos probióticos del género Lactobacillus son 
capaces de aumentar el número de células CD4+CD25+FoxP3+ tanto en órganos 
linfáticos locales como sistémicos [137]. En la actualidad, no existen reportes que 
relacionen la acumulación de células T regulatorias y las bacterias E. faecalis, y 
nuestros resultados permiten concluir que este probiótico no afecta la generación y el 
reclutamiento de Tregs, al menos en los tiempos analizados luego del tratamiento 
intragástrico. 
En cuanto a la rápida producción in vivo de IFNγ luego de la inoculación con E. 
faecalis CECT7121, Hua y colaboradores obtuvieron resultados similares al estudiar la 
secreción de diferentes citoquinas en cultivos de células mononucleares y DCs de 
donantes sanos que consumieron una mezcla de probióticos [138]. Estos autores 
encontraron que los niveles de IFNγ fueron mayores en el grupo tratado, y que este 
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incremento fue dependiente del nivel de bacterias empleado como estímulo. Estos 
resultados están en línea con nuestras observaciones, teniendo en cuenta que la mezcla 
comercial de probióticos empleada por los autores incluye una cepa probiótica de E. 
faecalis. Adicionalmente, Kosaka y colaboradores han descripto que la ingestión de 
Lactococcus lactis sp. cremoris FC induce la producción de IFNγ e IL-10 por células 
esplénicas; estos efectos también parecen deberse a la activación de las DCs a través de 
mecanismos dependientes de MyD88, y la subsecuente producción de IL-12 e IL-18 
[139]. Es posible que la inoculación i.g. con E. faecalis CECT7121 ejerza su función 
inmunoestimulante activando a las DCs CD11c+CD11b-CD8α+ y CD11c+CD11b-
CD8α- en placas de Peyer y GLMs, dada su capacidad de inducir respuestas Th1 [95]. 
Sin embargo, no habría que descartar la posibilidad de interacción de este probiótico 
con DCs de un perfil tolerogénico, puesto que el tratamiento in vivo no genera un estado 
inflamatorio descontrolado que perturbe las condiciones fisiológicas del animal 
estimulado [59]. En este sentido, actualmente existen nuevas herramientas permiten el 
estudio sobre estas sub-poblaciones de DCs CD103+ y que podrían utilizarse para la 
evaluación de los efectos de E. faecalis CECT7121 [140]. 
A la hora de evaluar la capacidad inmunomodulatoria de una cepa probiótica, 
suelen emplearse modelos biológicos de patologías alérgicas, inflamatorias, tumorales, 
que sirvan como ejemplo. Dadas las características de E. faecalis CECT7121 de lograr 
una fuerte activación de la respuesta inmune hacia un perfil inflamatorio, y teniendo en 
cuenta la especial activación de las DCs y los macrófagos, en el presente trabajo se 
estudió la protección generada por este probiótico en el contexto de un modelo tumoral. 
En la actualidad, varios estudios demuestran que algunas especies de bacterias 
intestinales pueden modular las respuestas inmunes anti-tumorales [85-88]. Incluso se 
encuentra en consideración el diseño de estrategias terapéuticas que empleen agonistas 
de las células de la respuesta inmune innata para promover un apropiado cuadro 
inflamatorio en el microambiente principalmente de tumores que escapen a la 
infiltración por células T [141]. Para lograrlo, aún continúan siendo necesarios estudios 
que clarifiquen los mecanismos de acción de los microorganismos intestinales como 
potenciales agentes inmunomoduladores en respuestas anti-tumorales [88,142]. Existen 
indicios de que los macrófagos y las DCs son capaces de reconocer y estimular la 
eliminación de células transformadas, evitando el progreso de enfermedades tumorales. 
Sin embargo, los macrófagos pueden tener roles contrastantes en cáncer dependiendo de 
su fenotipo: los macrófagos M1 tienen el potencial de contribuir con los primeros 
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estadios del proceso neoplásico, dado que los mecanismos inflamatorios disparados 
crónicamente pueden aumentar las chances de aparición de mutaciones que lleven a la 
transformación celular. Además, conforme el tumor progresa y crece, estos macrófagos 
pueden recibir estímulos en el microambiente tumoral que los haga cambiar su 
fisiología y los incline a fenotipos que se asemejan más a macrófagos activados 
alternativamente (M2), impidiendo el correcto montaje de la respuesta inmune anti-
tumoral o incluso contribuyendo a la angiogénesis necesaria para la diseminación del 
tumor. Por ello, lograr una correcta modulación de la respuesta macrofágica en el 
ambiente tumoral no solo puede frenar el crecimiento del tumor, sino que puede 
constituir el inicio de su erradicación [8]. Los resultados in vitro permitieron suponer que 
la utilización de E. faecalis CECT7121 como un agente inmunoestimulante podría 
frenar el crecimiento tumoral; esta cepa probiótica logró una activación clásica de 
macrófagos (M1), estimulando la secreción de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 y 
TNFα. En los resultados obtenidos in vivo se observó que la cepa probiótica frenó in 
situ el desarrollo de la patología tumoral y favoreció la sobrevida del 90 % de los 
animales desafiados con una dosis letal del linfoma T murino LBC. Esta 
inmunoestimulación local actuó en forma conjunta con un efecto inhibitorio directo 
sobre la expansión de las células tumorales, como quedó demostrado en los 
experimentos de inhibición de la proliferación in vitro. Además, resultados similares se 
observaron al estudiar los efectos directos sobre las líneas celulares Raji y PL104, en un 
acercamiento a los estudios en linfomas de origen humano. Es necesario profundizar el 
estudio sobre las vías de señalización iniciadas en las propias células tumorales y que 
impiden su proliferación, identificando las moléculas y los receptores involucrados. En 
este trabajo, los resultados de la combinación de la cepa probiótica con la droga anti-
tumoral CAPE demuestran una acción sinérgica en la inhibición de la proliferación, y la 
información disponible sobre el mecanismo de acción de esta droga puede ayudar a 
avanzar en el entendimiento del efecto local generado por E. faecalis CECT7121. La 
demostración de sinergismo entre dos tratamientos no relacionados entre sí brinda 
información importante para el análisis detallado, especialmente si los tratamientos no 
están relacionados de forma obvia con un mismo receptor [70]. Es esperable que los 
tratamientos con CAPE y E. faecalis CECT7121 inicien diferentes vías de señalización 
que lleven a un efecto común: mientras que la droga CAPE tiene una conocida acción 
inhibitoria sobre la activación del factor de transcripción NF-κB (al menos en el rango 
de concentraciones empleado en nuestros experimentos) [93], la estimulación con 
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agonistas de TLRs suelen activar dicha vía [11-13]. También es necesario caracterizar si 
los fenómenos inhibitorios de la proliferación tumoral ejercidos por E. faecalis 
CECT7121, las cepas control y las fracciones purificadas de dichos microorganismos se 
ven acompañados por la inducción de mecanismos apoptóticos [56,93]. Al mismo tiempo, 
la acción sinérgica de dos tratamientos diferentes también puede ser utilizada para 
mejorar las terapias disponibles frente a una determinada patología: recientemente, 
Sivan y colaboradores demostraron que la modulación de la microbiota intestinal 
empleando una mezcla comercial de bifidobacterias promueve la inmunidad anti-
tumoral y facilita la eficacia del tratamiento anti-PD-L1 (programmed death-ligand 1, 
CD274) [87]. También es importante estudiar los fenómenos anti-tumorales 
desencadenados por el tratamiento i.g. con E. faecalis CECT7121; un estudio reciente 
demuestra que la ingestión de otra cepa probiótica de E. faecalis puede potenciar la 
respuesta inmune de mucosas y modificar la función de macrófagos peritoneales 
involucrando a la quimiocina MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) [143]. Así, 
este microorganismo puede ser tenido en cuenta como un agente modulador que 
interfiera estratégicamente con el crecimiento de las células malignas y logre la correcta 
educación de los macrófagos que se encuentren en el microambiente tumoral. 
En resumen, estos resultados demuestran que la estimulación inmunológica 
generada por E. faecalis CECT7121 involucra la activación de la respuesta inmune 
innata (teniendo como blanco principal a las DCs) y el consecuente desarrollo de 
respuestas celulares adaptativas del perfil Th1. Es probable que la respuesta inmune 
humoral también sea modulada por la ingestión de E. faecalis CECT7121, pero este 
aspecto del sistema inmunológico no ha sido estudiado en este trabajo. El presente 
estudio analiza de forma global y por primera vez diferentes aspectos de una cepa 
probiótica de E. faecalis, y permite concluir que esta bacteria logra efectivamente 
aumentar la respuesta inmune y direccionar el escenario de citoquinas hacia la 
producción de IFNγ. Una posibilidad radica en que el tratamiento con esta cepa 
probiótica estimule en la mucosa intestinal a las DCs no condicionadas (CD11c+CD11b-
CD8α+ y CD11c+CD11b-CD8α- de placas de Peyer y GLMs) que puedan disparar 
señales inmunoestimulantes pero sin generar una reacción inflamatoria descontrolada, 
puesto que el estado de salud de los animales tratados nunca mostró signos de alteración 
o malestar. Enterococcus faecalis CECT7121 puede, en definitiva, constituir una 
novedosa estrategia adyuvante tanto en planes de vacunación oral como sistémica, o 
incluso como agente modulador en terapias anti-tumorales. 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se estudiaron los fenómenos 
inmunoestimulantes desencadenados por Enterococcus faecalis CECT7121, analizando 
su influencia sobre la respuesta inmune innata y la consecuente activación de la 
inmunidad adaptativa. 
La cepa probiótica E. faecalis CECT7121 activó las células dendríticas (DCs) in 
vitro de manera dosis-dependiente, aumentando la expresión de MHC-II, CD80 y 
CD40, y estimulando la producción de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFα e IL-
12p40) y anti-inflamatorias (IL-10). La comparación de esta bacteria probiótica con las 
cepas control empleadas demostró que las DCs son capaces de sensar diferencias en las 
estructuras estimulantes, que pueden condicionar el resultado final. 
Las fracciones antigénicas purificadas de E. faecalis CECT7121 (lisado soluble 
y paredes bacterianas) lograron activar de forma dosis-dependiente a las DCs in vitro, 
aunque se observaron diferencias dependiendo de la fracción empleada (se destaca la 
incapacidad del lisado soluble para estimular la producción de IL-10). En estos estudios, 
se demostró además que los ácidos lipoteicoicos (LTA) ejercen efectos 
inmunoestimulantes que los convierten en moléculas interesantes para la modulación de 
la respuesta inmune. 
Se demostró que la molécula adaptadora MyD88 es fundamental en el 
mecanismo de reconocimiento necesario para que E. faecalis CECT7121 desencadene 
sus efectos inmunoestimulantes sobre las DCs. La modificación en la expresión de 
lectinas como DC-SIGN o MR no parece influenciar la activación de las DCs mediada 
por E. faecalis CECT7121, lo cual indica que estos receptores no son relevantes durante 
la activación. 
E. faecalis CECT7121 activó las DCs in vitro y las estimuló a producir altos 
niveles de IL-12 que fueron fundamentales para la producción de IFNγ por parte de los 
linfocitos T CD4+ en los ensayos de co-cultivo. Este efecto pro-Th1 también fue 
corroborado en ensayos in vivo luego de la transferencia adoptiva de DCs estimuladas 
con la cepa probiótica. 
Los macrófagos, tanto de la línea celular RAW 264.7 como aislados del 
peritoneo de ratones naïve, también fueron estimulados por E. faecalis CECT7121 de 
manera dosis-dependiente a producir citoquinas inflamatorias, principalmente IL-6 y 
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TNFα,. Sin embargo, esta cepa bacteriana no estimuló la secreción de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10, al menos en las condiciones experimentales empleadas. De manera 
similar se comportaron las cepas control empleadas en estos estudios. 
E. faecalis CECT7121 activó la vía de señalización que involucra al factor de 
transcripción NFAT en células macrofágicas a todas las relaciones bacteria:célula 
estudiadas. 
La administración intragástrica de E. faecalis CECT7121 no modificó la 
celularidad en los ganglios linfáticos mesentéricos (GLMs) ni en el bazo. Sin embargo, 
la inoculación de esta cepa bacteriana incrementó la proliferación de las células 
esplénicas frente al estímulo policlonal con Concanavalina A. E. faecalis CECT7121 no 
generó una proliferación celular antígeno-específica, tal como se evidenció en los 
cultivos de células provenientes de los GLMs o del bazo de los animales inmunizados 
con la bacteria. 
E. faecalis CECT7121 inhibió in vitro de manera dosis-dependiente la 
proliferación de diversas líneas de células tumorales (LBC: células T de linfoma 
murino; Raji: células B de linfoma humano; PL104: células B maduras de leucemia 
mieloide aguda). Las cepas control mostraron resultados disimilares con respecto a la 
cepa probiótica en cuanto a la capacidad inhibitoria de la proliferación de las células 
LBC y Raji. 
La pared bacteriana de E. faecalis CECT7121 presentó un efecto inhibitorio 
dosis-dependiente sobre la proliferación de las células LBC y Raji. El efecto inhibitorio 
de la pared bacteriana de la cepa probiótica fue mayor sobre las células LBC con 
respecto a las paredes de las cepas control. La combinación de E. faecalis CECT7121 
con la droga CAPE tuvo un efecto inhibitorio sinérgico sobre la proliferación de las 
células tumorales humanas PL104. 
E. faecalis CECT7121 y las cepas control E. faecalis DS16 y Micrococcus 
luteus CCA45, lograron proteger al 90 % de los animales del desafío con una dosis letal 
de las células LBC. 
En conjunto, los resultados demuestran que la estimulación inmunológica 
generada por E. faecalis CECT7121 involucra la activación de la respuesta inmune 
innata (teniendo como blanco principal a las DCs y los macrófagos) y el consecuente 
desarrollo de respuestas celulares adaptativas del perfil Th1. El presente estudio analiza 
de forma global y por primera vez diferentes aspectos de una cepa probiótica de E. 
faecalis, y permite concluir que esta bacteria logra efectivamente aumentar la respuesta 
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inmune y direccionar el escenario de citoquinas hacia la producción de IFNγ. 
Enterococcus faecalis CECT7121 puede, en definitiva, constituir una novedosa 
estrategia adyuvante tanto en planes de vacunación oral como sistémica, o incluso como 
agente modulador en terapias anti-tumorales. 
Bioq. Matías Alejandro Molina 
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